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1 Einleitung 
 
 
Die autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) gehört mit einer Inzidenz 
von 1:20.000 zu den häufigsten erblichen Krankheiten, die mit Zystennieren einhergehen und 
sich bereits im Säuglings- bis frühen Kindesalter manifestieren. Schwer betroffene Kinder (30 
bis 50% aller Patienten) sterben um die Geburt an den Folgen einer respiratorischen Insuffizienz. 
Bei die Neonatalperiode überlebenden Patienten stehen arterielle Hypertonie, chronisches 
Nierenversagen und Komplikationen der portalen Hypertension, die aus der mit ARPKD stets 
einhergehenden kongenitalen Leberfibrose resultiert, klinisch im Vordergrund.  
Die Schwere des Krankheitsbildes und ein Wiederholungsrisiko von 25% für jedes 
weitere Kind haben eine hohe Nachfrage von Eltern eines betroffenen Kindes nach einer 
zuverlässigen Pränataldiagnostik im Rahmen einer weiteren Schwangerschaft zur Folge. 
Ultraschalluntersuchungen in der ersten Schwangerschaftshälfte sind meist nicht sensitiv genug, 
und eine Kopplungsanalyse ist nicht in allen Fällen möglich. Seit der Charakterisierung des 
ARPKD-Gens PKHD1 (2002) kann auch diesen Familien eine sichere Diagnostik mit Hilfe der 
direkten Mutationsanalytik angeboten werden.  
Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, das Spektrum an PKHD1-Mutationen sowie die 
Mutationsdetektionsrate in Familien pädiatrisch betreuter ARPKD-Patienten zu charakterisieren. 
Darüber hinaus sollte versucht werden, entsprechende Genotyp-Phänotyp Korrelationen auf 
Basis der ermittelten Daten zu formulieren. Hierzu wurde ein Kollektiv von 127 nicht 
miteinander verwandten Familien mit insgesamt 186 Patienten untersucht. Jede dieser Familien 
hatte mindestens ein an ARPKD erkranktes und die Neugeborenenperiode überlebendes Kind. 
Aufgrund der Größe des PKHD1-Gens mit 470 kb genomischer DNA und 66 kodierenden Exons 
wurde zur Mutationsanalytik das semiautomatische DHPLC-Verfahren mit anschließender 
Sequenzierung auffälliger Proben verwendet.  
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2 Klinik und Molekularbiologie der ARPKD 
 
 
2.1 Klinik der ARPKD 
 
2.1.1 Epidemiologie 
Mit einer Inzidenz von ungefähr 1:20.000 bis 1:40.000 [Guay-Woodford et al., 2003; Zerres et 
al., 2003; Zerres et al., 1998b] gehört die autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung 
(Autosomal Recessive Polycystic Kidney Disease, ARPKD) zu den seltenen Erkrankungen.  
Dennoch ist ARPKD die häufigste mit Zystennieren einhergehende erbliche Krankheit im 
Säuglings- bis frühen Kindesalter. Die schlechte Prognose mit im Verlauf der Erkankung 
zunehmenden medizinischen Komplikationen, sowie die Konsequenzen einer autosomal-
rezessiven Krankheit für die Familienplanung stellen hohe Anforderungen an die pädiatrische 
Betreuung und humangenetische Beratung. 
 
2.1.2 Pathologie 
Obligat von der Erkankung betroffen sind die Nieren und die Leber. Die Nieren sind 
makroskopisch bilateral vergrößert, behalten jedoch ihre typische Form bei (Abbildung 2.1). Auf 
der Schnittfläche ist die Mark-Rinden-Grenze aufgehoben, und die Niere hat ein spongiöses 
Aussehen. Histologisch weisen die Nieren uniform erweiterte Sammelrohre auf, die in radiärer 
Anordnung von der Kapsel aus auf das Nierenbecken zulaufen  [Übersicht in: Gagnadoux et al., 
1989].  Die Glomeruli sind in der Regel nicht zystisch verändert. Das Parenchym kann durch die 
erweiterten Sammelrohre fast ganz ausgefüllt sein (Abbildung 2.2), und nur noch cortexnah 
finden sich kleine Bereiche intakten Nierengewebes. Im Verlauf der Ekrankung kann sich das 
eindeutige morphologische Bild stark verändern. Es kommt zu interstitieller Fibrose und 
sklerotischen Veränderungen der Glomeruli. Vor allem die Sammelrohre verlieren mit 
fortschreitendem Alter ihr gleichförmig-erweitertes Aussehen, größere Zysten komprimieren 
schließlich zunehmend das Nierenbecken. Mit fortschreitendem Alter können diese 
Veränderungen zunehmend schwierig von autosomal-dominanten Zystennieren (ADPKD) 
differenziert werden [Übersicht in: Zerres et al., 1998b]. 
Die Leber ist normalerweise nicht vergrößert, die Schnittfläche kann aber, bedingt durch  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.1: Situs eines an ARPKD
verstorbenen Kindes. 
Diese Frühgeburt (23. Gestationswoche)
verstarb kurz nach der Entbindung in Folge der
respiratorischen Insuffizienz aufgrund der
Lungenhypoplasie. Die bilateral symmetrisch
vergrößerten Nieren füllen fast das gesamte
Abdomen unterhalb der Leber aus. Die
histologische Untersuchung bestätigte die
Diagnose ARPKD. Aus: Klatt [2005]. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.2: Histologisches Präparat einer
ARPKD-Niere. 20fache Vergrößerung,
HE-Färbung. 
Zu sehen sind die radiär verlaufenden,
dilatierten Sammelrohre (*), die an die
Nierenkapsel anstoßen (schwarze Pfeil-
köpfe). Normale Glomeruli liegen verstreut
zwischen den erweiterten Tubuli (weiße
Pfeile). Aus: Lonergan et al. [2000]. 7
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periportale Fibrosierung, ein runzeliges Aussehen haben. Die Leberveränderungen bei der 
ARPKD – portale Fibrose und Gallengangshyperplasie – werden zusammenfassend als 
Duktalplattenmalformation (DPM) bezeichnet. Die Duktalplatte besteht aus Hepatozyten-
Vorläuferzellen, die sich in zwei Schichten um eine Portalvene gruppieren, und aus der 
normalerweise wohlgeformte Gallengänge entstehen. Bei der DPM ist die Anzahl der 
entstehenden Gänge erhöht, es kommt zu irregulären Verzweigungen und unterschiedlich starken 
zystischen Erweiterungen.  Durch zunehmende interstitielle Fibrose werden die hyperplastischen 
Gallengänge schließlich voneinander entfernt und die Portalfelder erscheinen insgesamt deutlich 
vergrößert (Abbildung 2.3). Die Hepatozyten selber sind hingegen lichtmikroskopisch 
unauffällig [Übersicht in: Lonergan et al., 2000]. Makroskopisch sichtbare zystische 
Deformierungen der Gallengänge werden als Caroli-Syndrom bezeichnet. Mittlerweile geht man 
davon aus, daß es das Caroli-Syndrom bzw. die DPM auch ohne Nierenbeteiligung gibt. Die 
DPM ist in jedem Fall nicht pathognomonisch für ARPKD, sondern kann gemeinsam mit 
zystischen Nierenveränderungen Bestandteil vieler Syndrome sein, sowie in seltenen Fällen auch 
bei ADPKD vorkommen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.3: Histologisches  
Präparat einer ARPKD-Leber.  
Das Portalfeld ist stark vergrößert,
fibrotisch verändert und von
mehreren zystisch erweiterten
Gallengängen umgeben.  
Aus: Klatt [2005]. 
  
 
2.1.3 Klinische Diagnose und Differentialdiagnostik 
Die klinische Diagnose ARPKD kann anhand folgender Punkte gestellt werden [Zerres et al., 
1996]:  
Das erste Kriterium fordert eine typische klinische Symptomatik des Betroffenen (vgl. 
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Abschnitt 2.1.5), zusammen mit einem charakteristischen Ultraschallbefund der Nieren. Zum 
letzteren gehören eine moderate bis massive Vergrößerung der Nieren, erhöhte Echogenität des 
Nierenparenchyms, Aufhebung der kortikomedullären Grenze (sog. pepper and salt pattern) 
sowie gelegentlich die Darstellung einiger kleinerer Zysten [Garel, 1984]. Unspezifisches 
Zeichen ist der Nachweis von Kalzifizierungen, die bei älteren Kindern bilateral zu finden sein 
können [Lucaya et al., 1993].  
Zu späteren Zeitpunkten kann die Differentialdiagnose zur ADPKD erschwert sein, da die 
sonografischen Befunde (analog den morphologischen Befunden) beider Ekrankungen mit 
fortschreitendem Alter zunehmend einander ähneln können [Avni et al., 2002]. Mittels 
Hochauflösungs-Sonographie ist die Beurteilung, welcher Teil des Nephrons erweitert ist, besser 
beurteilbar. Möglicherweise ist mit dieser Technik zukünftig die ARPKD, bei der nur die 
Sammelrohre und distalen Tubuli erweitert sind, in der Bildgebung von anderen Erkrankungen 
besser abgrenzbar [Jain et al., 1997; Traubici et al., 2005].  Auch die Leber kann im Ultraschall 
auffällig sein. Das Spektrum ist jedoch variabel, es reicht von einer diffus erhöhten Echogenität 
bis zur Darstellung fibrosierter Periportalfelder oder sogar eines erweiterten intrahepatischen 
Gallengangssystems [Übersicht in: Lonergan et al., 2000]. Ein charakteristischer 
Ultraschallbefund der Leber wird jedoch nicht zur Diagnosestellung einer ARPKD gefordert. 
Dasselbe gilt auch für CT- und MRT-Untersuchungen von Nieren und Leber. CT-Aufnahmen 
müssen mit Kontrastmittel durchgeführt werden und haben den Nachteil der hohen 
Strahlenbelastung, so daß sie in der Pädiatrie möglichst vermieden werden sollten.  Die 
Benutzung eines speziellen MRT-Protokolls (RARE-MR) kann neuerdings die dilatierten 
Sammelrohre bei ARPKD direkt darstellen [Kern et al., 2000]. MRT-Cholangiographien der 
Leber sind hingegen bisher nur in Einzelfällen durchgeführt worden [Übersicht in: Lonergan et 
al., 2000]. 
Als zweites Kriterium muß mindestens einer der folgenden vier Punkte erfüllt sein: 
1) Fehlen von Zysten im Ultraschall der Nieren beider Elternteile. Sind bei einem 
Elternteil Zysten vorhanden, könnte es sich um eine ADPKD in der Familie 
handeln, die beim betroffenen Kind früher manifest wurde. 
2) Konsanguität der Eltern, was generell einen rezessiven Vererbungsmodus 
vermuten läßt. 
3) Klinische Zeichen der Leberfibrose, als Beleg der bei ARPKD obligaten 
Mitbeteiligung der Leber. 
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4) Positiver Sektionsbefund bei einem betroffenen Geschwisterteil. 
Drittens sollten andere angeborene Malformationen ausgeschlossen sein, da zystische Nieren 
(auch in Kombination mit DPM) Bestandteil vieler Syndrome sein können. Viele solcher 
syndromaler mit Nierenzysten einhergehender Krankheitsbilder sind anhand zusätzlicher 
Auffälligkeiten zu diagnostizieren, als Beispiele seien hier Fehlbildungen der Hände 
(Polydaktylie bei Bardet-Biedl- und Meckel-Gruber-Syndrom), sowie Angiofibrome und ZNS-
Veränderungen bei tuberöser Sklerose und bei von-Hippel-Lindau-Syndrom genannt. 
Die wichtigste Differentialdiagnose der ARPKD ist jedoch die ADPKD. Diese hat eine 
Inzidenz von 1:500 bis 1:1000 und wird überwiegend erst im 3. bis 5. Lebensjahrzehnt manifest. 
2% der Fälle manifestieren sich jedoch bei Geburt oder in der frühen Kindheit [Kaariainen, 
1987].  Rechnerisch haben diese Frühformen also eine Häufigkeit von ca. 1:25.000 bis 1:50.000 
und liegen somit im Inzidenzbereich der ARPKD.  Auch bei der ADPKD sind die Nieren unter 
Beibehaltung ihrer typischen Form bilateral vergrößert.  Im Unterschied zur ARPKD können 
jedoch an allen Nephronabschnitten, inklusive der Bowmann-Kapsel sowie der Sammelrohre, 
Zysten entstehen, die nicht den Tubulus gleichförmig erweitern, sondern sich während ihrer 
Größenzunahme von diesem abkapseln und lösen können [Übersicht in: Wilson, 2004]. Der 
Ausschluß einer ADPKD durch eine rein klinische Diagnostik ist nicht sicher durchzuführen. 
Der Ultraschallbefund beim Kind ist trotz der unterschiedlichen pathologischen Morphologie 
häufig nur sehr schwer von ARPKD zu unterscheiden. Aufgrund der dominanten Vererbung sind 
Nierenzysten eines Elternteils zu erwarten. So läßt sich die Diagnose einer ADPKD mittels 
Ultraschall bis zum 20. Lebensjahr in 95% der Fälle stellen, bis zum 30. Lebensjahr erhöht sich 
die Detektionsrate auf fast 100% [Bear et al., 1992]. Zudem muß die Möglichkeit berücksichtigt 
werden, daß das Kind eine Neumutation tragen kann (1-2% aller Fälle), so daß Anamnese und 
Klinik der Eltern leer sind. Die Leberbiopsie bei ADPKD-Patienten kann in einem Drittel der 
Fälle Leberzysten nachweisen [Hermanns et al., 2003], die wie bei der ARPKD auf erweiterten 
Gallengängen beruhen. Ein zusätzliche Leberfibrose im Sinne einer DPM ist ungewöhnlich für 
ADPKD, kann aber auch hierbei auftreten [Jordon et al., 1989; Klinkert et al., 1998; Sugimoto et 
al., 2005]. 
Nur molekulargenetisch läßt sich also zwischen ARPKD und ADPKD eindeutig 
unterscheiden. Für die ADPKD sind zwei Genorte bekannt: Etwa 80 bis 85% der Patienten 
tragen eine Mutation in PKD1-, 10 bis 15% im PKD2-Gen [Übersicht in: Ong et al., 2005]. 
Neben der ADPKD als wichtigste Differentialdiagnose zur ARPKD müssen noch andere 
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erbliche Krankheiten bei Neugeborenen und Kindern in Betracht gezogen werden, dazu gehören 
vor allem die verschiedenen autosomal-rezessiv-erblichen Formen der Nephronophthisen, die 
mit einer Inzidenz von 1:50.000 auftreten. Im Gegensatz zur ARPKD und ADPKD sind die 
Nieren in der Regel normal groß oder verkleinert, die Zysten sind überwiegend auf das 
kortikomedulläre Gebiet beschränkt und im allgemeinen nicht im Vordergrund stehend. 
Extrarenale Manifestationen, wie eine Retinitis pigmentosa und/oder eine 
Duktalplattenmalformation der Leber, sind häufig. Fünf der Nephronophthise zugrunde liegende 
Gene konnten bislang identifiziert werden, von weiterer Heterogenie ist auszugehen. 
In Patienten fortgeschrittenen Alters sind Nierenzysten relativ häufige Befunde; 
differentialdiagnostisch spielt hierbei ARPKD keine Rolle. In einer prospektiven 
Ultraschalluntersuchung an über 700 Individuen konnte für das Vorliegen mindestens einer 
unilateralen Zyste je nach Altersgruppe eine Prävalenz von 1,7% (30 bis 49 Jahre), von 11,5% 
(50 bis 70 Jahre) bzw. 22,1% (über 70 Jahre) ermittelt werden. Selbst bilaterale Zysten waren mit 
einer Prävalenz von 1% (30 bis 49 Jahre), 4% (50 bis 70 Jahre) bzw. 9% keine absolute 
Seltenheit [Ravine et al., 1993]. Der überwiegende Teil dieser Nierenzysten ist also 
offensichtlich erworben, wobei natürlich eine Solitärzyste, insbesondere bei entsprechender 
familiärer Vorbelastung, immer auch das Frühstadium einer ADPKD sein kann.  
  
2.1.4 Pränataldiagnostik 
Lange Zeit war eine pränatale Diagnostik nur mit Ultraschall möglich. Bei high-risk-
Schwangerschaften konnte die geringe Sensitivität dieser Methode durch mehrfache Folge-
Untersuchungen und Messung der Nierenlänge etwas verbessert werden, trotzdem gelang eine 
Diagnose häufig erst im späten zweiten Trimester bzw. kurz vor der Geburt [Zerres et al., 1988].  
Erst mit der Kartierung der ARPKD auf Chromosom 6p21.1-p12 [Mucher et al., 1994; 
Zerres et al., 1994] konnte das pränatale Screening um eine indirekte Genotypisierung mittels 
Mikrosatelliten-Markern erweitert werden. Voraussetzung hierfür ist das Vorliegen der DNA 
beider Elternteile, eines Kindes des Paares, das an ARPKD erkrankt ist bzw. war (sog. 
Indexpatient), sowie des Feten der bestehenden Schwangerschaft, von dem entsprechendes 
Zellmaterial/DNA durch Chorionzottenbiopsie oder Amniozentese gewonnen werden kann. Bei 
informativen Markern ist eine relativ zuverlässige Vorhersage mit nur geringem Restrisiko 
möglich, die jedoch vor allem abhängig von der Sicherheit der Diagnose des Indexpatienten ist: 
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Die histologische Diagnosesicherung einer ARPKD ist dabei in aller Regel Voraussetzung.  
Seit der Entdeckung des für die ARPKD verantwortlichen Gens PKHD1 [Onuchic et al., 
2002; Ward et al., 2002] ist bei Fehlen von DNA sowie im Falle diagnostischer Zweifel eine 
direkte Mutationsanalytik möglich. In einer Studie mit 40 ARPKD-Familien, die aufgrund der 
Einschränkungen pränataler Ultraschalluntersuchungen eine molekulargenetische 
Pränataldiagnostik für ARPKD in Anspruch nahmen bzw. nehmen wollten,  konnte in 29 
Familien beide zugrundeliegenden Mutationen des PKHD1-Gens gefunden und damit eine 
ARPKD gesichert werden [Bergmann et al., 2004b]. Auch in den zehn Familien, in denen nur 
eine Mutation entdeckt worden ist, kann eine ARPKD bei entsprechender Klinik oder Pathologie 
des Indexpatienten als höchstwahrscheinlich gelten. Somit konnte 39 der 40 Familien (98%) bei 
zukünftigen Schwangerschaften eine verläßliche Pränataldiagnostik angeboten werden. In einer 
anderen Studie gelang es, obwohl keine DNA des seinerzeit perinatal verstorbenen 
Indexpatienten zur Verfügung stand, eine direkte Pränataldiagnostik für ARPKD in einer 
finnischen Familie anzubieten, und beide Elternteile als heterozygote Träger einer Mutation zu 
identifizieren [Zerres et al., 2004]. 
 
2.1.5 Klinischer Verlauf und Prognose 
Die Diagnose ARPKD wird in den meisten Fällen pränatal oder kurz nach der Geburt gestellt.  
Ungefähr 30-50% dieser Kinder versterben schon in der Perinatalperiode [Zerres et al., 1998a]. 
Die in utero massiv vergrößerten und insuffizienten Nieren führen sowohl aus mechanischen 
Gründen als auch aufgrund des vorhandenen Fruchtwassermangels zu einer Hypoplasie der 
Lungen. Im schwerwiegensten Fall ist pränatal die Nierenfunktion bereits so stark eingeschränkt, 
daß es zur Ausprägung eines Oligohydramnions und konsekutiv einer Potter-Sequenz mit 
Lungenhypoplasie, Klumpfüßen und Potter-Facies (Hypertelorismus, Epikanthus, 
Ohrmuscheldysplasie, Mikrogenie) kommt (Abbildung 2.4). In jedem Fall steht jedoch klinisch 
der Lungenstatus perinatal im Vordergrund, da der überwiegende Teil der Kinder nicht an 
Nierenversagen, sondern an respiratorischer Insuffizienz [Zerres et al., 1998b] und der mit der 
Beatmung häufig einhergehenden Komplikationen wie Pneumothorax oder Sepsis verstirbt. 
Auch prognostisch ist die Lungenfunktion der wichtigste Parameter: In einer großen 
nordamerikanischen Studie war der Einzelparameter der mechanischen Beatmung der stärkste 
negative Prädiktor bezüglich der Langzeitprognose des Kindes [Guay-Woodford et al., 2003]. 
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Die Sterblichkeitsrate ist im 1. Lebensjahr am höchsten [Zerres et al., 1998b]. Ab diesem Punkt 
ist die Überlebenswahrscheinlichkeit mit ca. 80% bis zum 15. Lebensjahr dann verhältnismäßig 
gut [Zerres et al., 1996].  
 Bei den Kindern, die die Perinatalphase überleben, tritt die respiratorische Problematik in 
den Hintergrund und es manifestieren sich zunehmend die klinischen Folgen der beiden 
betroffenen Organsysteme Leber und Nieren. Es ist dabei umstritten, ob die renalen mit den  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.4: Potter-Facies. 
Zu sehen sind Hypertelo-
rismus, Mikrogenie und 
Ohrmuscheldysplasie. Aus: 
Lonergan et al. [2000]. 
 
 
 
hepatobiliären Folgeerkrankungen positiv korrelieren [Bergmann et al., 2005c] oder nicht [Guay-
Woodford et al., 2003]. In jedem Fall sind Verläufe mit prädominierender Leber- bzw. 
Nierensymptomatik nicht selten und ziehen wegen möglicher Genotyp-Phänotyp-Korrelationen  
besonderes Interesse auf sich. Gleiches gilt für klinische Verläufe betroffener Geschwister, die in 
der Regel ähnlich sind, sich aber in einem Teil der Fälle sehr stark unterscheiden können, so daß 
ggbf. eine genaue Vorhersage im Rahmen einer humangenetischen Beratung schwierig ist. 
Signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede bezüglich Häufigkeit und Verlauf der ARPKD 
scheint es hingegen nach neueren Untersuchungen nicht zu geben [Bergmann et al., 2005c; 
Guay-Woodford et al., 2003].  
Arterielle Hypertonie ist ein typisches klinisches Problem der ARPKD und tritt im 
Verlauf der Erkankung bei drei Viertel der Patienten auf, wobei die Häfte dieser Kinder bereits 
in den ersten sechs Lebensmonaten antihypertensiv behandelt werden muß [Bergmann et al., 
2005c]. Meist ist eine Kombinationstherapie (ACE-Hemmer + Diuretikum + Kalziumkanal-
Blocker) zur Kontrolle des Blutdrucks notwendig. Die pathophysiologische Ursache des 
Bluthochdrucks ist noch unklar. Die Plasmaspiegel von Renin und Aldosteron sind normal oder 
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sogar erniedrigt [Kaplan et al., 1989], so daß dem systemischen RAAS keine Bedeutung 
zuzukommen scheint. Die häufig gefundene Hyponatriämie [Guay-Woodford et al., 2003] 
spricht jedoch für ein erhöhtes intravasales Volumen. Immunhistochemisch konnte exemplarisch 
in den renalen Zysten von zwei ARPKD-Patienten eine ektopische Expression von Bestandteilen 
des RAAS (Renin, Angiotensinogen, Angiotensin II, AT1-Rezeptor und ACE) nachgewiesen 
werden [Loghman-Adham et al., 2005]. Diese Befunde stützen die Hypothese, daß 
möglicherweise ein intrarenales statt ein systemisches RAAS ausschlaggebend sein könnte. 
Angiotensin-II bewirkt in diesem Modell durch eine verstärkte Natrium-Reabsorption in den 
Tubuli und Sammelrohren der Niere eine Verschiebung der Druck-Natriurese-Kurve hin zu 
höheren Blutdrücken [Hall et al., 1999].  
 Chronische Niereninsuffizienz tritt im Laufe der Erkrankung bei der Mehrzahl der 
Patienten auf. Bis zum 20. Lebensjahr schreitet sie bei mehr als 50% dieser Betroffenen bis zum 
terminalen Nierenversagen fort [Bergmann et al., 2005c], so daß die Patienten dialysepflichtig 
werden und schließlich eine Nierentransplantation benötigen. Die in einem Viertel der Patienten 
beobachtete Wachstumsretardierung [Zerres et al., 1996] könnte ebenfalls auf die 
Nierenfunktionseinschränkung zurückzuführen sein. Weitere Konsequenzen sind renal-bedingte 
Anämie und Osteopathie sowie rezidivierende Harnwegsinfektionen. Letztere sind, wie in der 
Normalbevölkerung auch, häufiger bei weiblichen Patienten, sollten aber wegen der erhöhten 
Infektanfälligkeit von ARPKD-Patienten größere Beachtung finden, um eine beschleunigte 
Nierenfunktionsverschlechterung und eine Urosepsis zu vermeiden. 
 Die Häufigkeit klinischer Zeichen der Leberfibrose beträgt je nach zugrundeliegender 
Definition zwischen 20% bis 61% und steigt mit zunehmenden Alter der Patienten [Guay-
Woodford et al., 2003; Zerres et al., 1996].  Die häufigste Manifestation der Leberfibrose ist die 
portale Hypertension, die zu Hepato- und Splenomegalie führen kann. Der Hypersplenismus 
(Panzytopenie mit Anämie, Leukopenie und Thrombopenie) kann die Patienten infektanfälliger 
machen, die gefürchtesten Komplikationen sind aber spontan-bakterielle Peritonitiden und 
blutende Ösophagusvarizen, die bei insuffizienter Therapie rasch zum Tod führen. Seltener (in 
ungefähr 6-12%), aber ebenso lebensbedrohlich, sind Cholangitiden, die über die dilatierten 
Gallengänge rasch aszendieren und zur Sepsis führen können. Die Leberfunktion an sich ist 
hingegen kaum beeinträchtigt, lediglich die Cholestaseparameter (v.a. die γ-GT) können 
signifikant erhöht sein [Zerres et al., 1996]. Therapeutisch gibt es neben konservativen 
Maßnahmen (Eiweißreduktion bei hepatischer Enzephalopathie;  NaCl- und Flüssigkeits-
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Restriktion sowie Aldosteronrezeptorantagonisten bei Aszites; Antibiose bei Peritonitis und 
Cholangitis) operative Möglichkeiten wie den portosystemischen Shunt und die 
Lebertransplantation.  
 
 
 
2.2 Molekularbiologie der ARPKD 
 
2.2.1 Das Gen PKHD1 
PKHD1 (Polycystic Kidney and Hepatic Disease 1 gene) befindet sich auf dem kurzen Arm von 
Chromosom 6 (in der Region 6p21.1-p12) und gehört mit 472 kb genomischer DNA zu den 
größten bislang bekannten Genen überhaupt [Onuchic et al., 2002; Ward et al., 2002]. Es besteht 
aus mindestens 86 Exonen, von denen 67 im längsten Transkript (16,2 kb) vertreten sind 
(Abbildung 2.5). Der längste offene Leserahmen (ORF) umfaßt 12,2 kb und beginnt in Exon 2. 
 
 
Abb. 2.5: Chromosom 6 und PKHD1. Oben: Ausschnitt aus Chromosom 6. Eingezeichnet sind neben PKHD1 
(grün) weitere bekannte Gene (blau) und die Position von Mikrosatelliten-Markern dieser Region. Unten: Exon-
Intron-Struktur von PKHD1. Es sind nur die Exone des längsten ORF dargestellt. 5’- und 3’-UTR sind als nicht- 
gefüllte Rechtecke eingezeichnet. Modifiziert nach Ward et al. [2002]. 
 
Northern Blots ergeben eine starke Expression in menschlichem fetalen und adulten 
Nierengewebe, mäßige Expression im Pankreas und nur eine schwache in der Leber. Statt einer 
distinkten Bande wird dabei jedoch ein größerer Bereich, der bei ungefähr 13 kb beginnt und 
nach 8,5 kb hin ausläuft, angefärbt. Ward et al. [2002] erklären dies damit, daß die PKHD1-
mRNA sehr anfällig für Degradierungsprozesse sein könnte. Onuchic et al. [2002] hingegen 
postulieren sehr viele unterschiedliche Transkripte, die durch alternatives Spleißen entstehen. Sie 
konnten exemplarisch mit nur sechs Primerpaaren bereits 12 unterschiedliche Varianten 
nachweisen. Weitere Versuche, mittels umfangreicher Primerkombinationen verschiedene 
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mRNAs nachzuweisen und anschließend deren Funktion zu klären, sind bisher noch nicht 
veröffentlicht worden.  
Der PKHD1-Promotor erstreckt sich ungefähr über ein Gebiet von 500 bp oberhalb des 
ersten Exons und beinhaltet eine Bindungsstelle für HNF-1-Transkriptionsfaktoren. Zu diesen 
gehören HNF-1α und HNF-1β, die beide in der Niere exprimiert werden und die PKHD1-
Expression um das 3,3- (HNF-1β) bis 12-fache (HNF-1α) verstärken können [Hiesberger et al., 
2004]. Von besonderem Interesse ist HNF-1β, da es wie PKHD1 auch in den distalen 
Nephronabschnitten und Sammelrohren der Niere nachgewiesen werden konnte. Zudem sind 
Mutationen in HNF-1β ursächlich für den Typ 5 des Maturity-Onset Diabetes of the Young 
(MODY), bei dem auch Nierenzysten den Phänotyp bestimmen. Transgene Mäuse mit dominant-
negativer HNF-1β-Mutation entwickeln Nierenzysten und weisen eine stark verminderte 
PKHD1-Expression auf [Gresh et al., 2004; Hiesberger et al., 2004].  HNF-1β könnte auch in der 
Leber der für PKHD1 wesentliche Transkriptionsfaktor sein, da er dort nicht nur exprimiert wird, 
sondern weil zudem experimentell gezeigt werden konnte, daß es bei Mäusen durch seine 
Inaktivierung zur Duktalplattenmalformation kommt [Coffinier et al., 2002].  
Interessanterweise gibt es 35 kb oberhalb des beschriebenen Promotors zwei weitere 
HNF-1-Bindestellen, die direkt nebeneinander liegen, deren Bedeutung bislang jedoch unklar ist 
[Gresh et al., 2004]. Weitere Sequenzabschnitte, die als Enhancer oder Silencer die Expression 
von PKHD1 hoch- oder herabregeln können, sind allein schon wegen der Größe des Gens 
wahrscheinlich, aber bisher nicht identifiziert worden. 
 
2.2.2 Das Protein Polyductin/Fibrocystin 
Polyductin (syn. Fibrocystin) ist das Produkt von PKHD1, dessen längstes Transkript in ein 
Protein aus 4074 Aminosäuren translatiert wird und das unglykolysiert ein Gewicht von 447 kD 
hat. Eine Vorhersage mit dem Computerprogrammen SMART [Letunic et al., 2002; Schultz et 
al., 1998] zeigt ein Protein, daß mit einer einzigen Transmembrandomäne in der Membran 
verankert ist, einen kurzen intrazellulären Carboxyl-Terminus hat, und dessen größter Teil (3860 
Aminosäuren) in den Extrazellularraum ragt (Abbildung 2.6). Im proximalen Teil des 
extrazellulären Teils finden sich neun Abschnitte mit Analogien zu PbH1-Domänen, die aus 
bakteriellen Polysaccharidasen bekannt sind, so daß PKHD1 möglicherweise an diesen Stellen 
katalytische Eigenschaften hat. Weiter distal werden sechs sogenannte IPT-Domänen 
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(immunoglobulin-like, plexin, transcription factor) vorhergesagt. Diese gehören funktionell 
gesehen meist zwei Gruppen von Proteinen an: Die erste Gruppe umfaßt Transkriptionsfaktoren 
wie zum Beispiel die der Rel-Familie, deren Mitglieder mit NF-κB einen Komplex bilden 
können, worauf sie in den Zellkern transloziert werden und die Transkription entsprechender 
Gene starten. In der zweiten Gruppe befinden sich membranständige Rezeptorproteine, die 
häufig zur Sema-Superfamilie gehören, wie zum Beispiel HGFR (hepatocyte growth factor  
 
 
 
receptor) und die zahlreichen Plexine, die signaltransduktorische Eigenschaften haben und an der 
Entwicklung neuronaler Axone beteiligt sind.  Zwar weist PKHD1 viele Homologien zu den 
genannten Proteinen auf, andere sehr typische Bereiche wie die Sema- und die PSI-Domäne 
(plexin/semaphorin/integrin) fehlen hingegen. Ein weiteres Computerprogramm, PROSITE 
[Sigrist et al., 2002], gibt sehr viele Stellen an, an denen Polyductin potentiell phosphoryliert 
werden könnte. D
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2.6:  
Vorhergesagte Polyductin-
Struktur und Vergleich zu
anderen bekannten Proteinen.  
Membrangebundene Isoformen
haben mehr Ähnlichkeit zu Plexin
A3 und dem HGF-Rezeptor,
während sekretorische eher dem
D86 der Maus verwandt sind.
Aus: Onuchic et al. [2002]. 
rei davon befinden sich im intrazellulären Teil und werden möglicherweise von 
der cA
on 
MP/cGMP-abhängigen Protein-Kinase phosphoryliert. Weiterhin könnte es viele 
Abschnitte geben, an denen N-Glykolysierungen und N–Myristilierungen stattfinden, wie sie für 
lipidverankerte Membranproteine typisch sind. Eine im extrazellulären Abschnitt vorhergesagte 
Arginin-Glycin-Aspartat-Domäne könnte in der Zelladhäsion eine Rolle spielen, wie es v
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anderen
ctin-Isoformen in zwei große Gruppen einzuteilen [Onuchic et al., 2002]:  
Polydu
öglicherweise hat Polyductin aber aufgrund der 
ngen Beziehung zwischen Basalkörper und Centriolen sogar direkten  Einfluß auf Zellteilung 
und –differenzierung. Vielleicht ist Polydcutin selber aber auch nur Substrat des intraflagellaren 
Transportsystem  an der Zilie t. Dafür 
spricht al chon seine brandomäne. In der Zilienmembran ist eine Funktion als 
 Proteinen, beispielsweise Fibronectin und von-Willebrand-Factor, schon bekannt ist. 
Aus den Vorhersagen für Polyductin lassen sich somit problemlos eine Vielzahl von 
möglichen Funktionen ableiten, deren Bestätigung freilich noch aussteht. Interessant ist die 
Hypothese, Poyldu
ctin-M-Isoformen, die membranständig sind, und Polyductin-S-Isoformen, denen die 
Transmembrandomäne im Carboxyl-Teil fehlt, die sezerniert werden und als Ligand auto-, para- 
oder endokrine Funktion übernehmen könnten. Nicht zuletzt die Homologie von Polyductin-S zu 
dem Protein D86, das von Lymphozyten der Maus sezerniert wird, spricht für diese Idee 
(Abbildung 2.6). 
Western Blots  – mit Antikörpern sowohl gegen den cytoplasmatischen als auch den 
extrazellulären Teil Polyductins – können ein mehr als 400 kD schweres Protein in Extraktionen 
aus menschlichem Nieren-, Leber und Pankreasgewebe nachweisen. Weitere Banden bei ∼230 
kD und ∼140 kD stellen vermutlich Isoformen dar [Menezes et al., 2004; Ward et al., 2003].  
Immunhistochemisch kann Polyductin bei Maus und Mensch im Bereich der 
Ureterknospe, in den fetalen Gallengängen, sowie im Pankreasgangsystem detektiert werden. In 
der adulten Niere wird neben den Sammelrohren noch der aufsteigende dicke Teil der Henle-
Schleife markiert.  
Eine genauere subzelluläre Lokalisation mittels Immunfluoreszenz und der 
Immunelektronenmikroskopie konnte zeigen, daß Polyductin in primären Zilien der 
Sammelrohrzellen lokalisiert ist [Menezes et al., 2004; Wang et al., 2004a; Ward et al., 2003; 
Zhang et al., 2004]. Weiterhin scheint es im Zytoplasma sowie im Terminal Web des 
Bürstensaums von Nierenepithelzellen vorzukommen. Da verschiedene andere mit Zystennieren 
einhergehende Proteine auch in primären Zilien kolokalisieren (Tabelle 2.1), konzentrieren sich 
pathophysiologische Überlegungen zur Zeit auf dieses Organell. Polyductin scheint sich 
überwiegend im Übergang zwischen Basalkörperchen und Axonem zu befinden. Dort könnte es 
für den intraflagellaren Transport mitverantwortlich sein, ähnlich den Proteinen Kinesin II und 
Polaris, die beide im defekten Zustand Ursache abnormer Zilien und Zystennieren in Mäusen 
sind [Lin et al., 2003; Pazour et al., 2000]. M
e
s, und wird von diesem  die apikale Membran  gebrach
lein s  Transmem
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Rezeptor und im Rahm rer Sig  ähnlich falls in 
den Zili isierten Po n, die b den Ka strom in 
die Zelle erhöhen [Luo et al., 2003; Nauli et al., 2003], aber zusätzlich auch über den 
JAK/STA g den Z einflußen [Bhunia et al., 2002]. Eine direkte Interaktion 
zwischen cystin-2 tin konnte ber gewiesen werden g et al., 
2004b]. ch wurde m ML (Ca in liga weiterer 
Bindungspartner identifiziert, dessen physiologische 
al., 2005]. CAML ist über weitere Proteine an der Kontrolle intrazellulärer Kalziumspeicher 
sowie nspo teiligt. 
 
Gen Protein Erkankung Spezies 
en intrazellulä naltransduktion denkbar, den eben
en al lok lycystine ei erhöhte alen Fluß m lumin l inziume
T-We ellzyklus be
 Poly und Polyduc eits nach  [Wan
Kürzli it CA lcium modulating cyclophil nd) ein 
Signifikanz aber noch unklar ist [Nagano et 
 am Proteintra rt der Zelle be
TgN737Rpw Polaris ARPKD Maus 
NPHP2 Inversin infantile Nephronophthise Mensch 
Invs Inversin ARPKD Maus 
NPHP1 Nephrocystin juvenile Nephronophthise Mensch 
NPHP4 Nephroretinin juvenile Nephronophthise Mensch 
NPHP3 NPHP3 adoleszente Nephronophthise Mensch 
pcy NPHP3 ARPKD Maus 
PKD1 Polycystin-1 ADPKD Mensch 
Pkd1 Polycystin-1 ARPKD Maus 
PKD2 Polycystin-2 ADPKD Mensch 
Pkd2 Polycystin-2 ARPKD Maus 
Cys1 Cystin ARPKD Maus 
OFD1 OFD1 Oro-faziales-digitales Syndrom Mensch 
Kif3a Kinesin-II 3a subunit ARPKD Maus 
PKHD1 Polyductin/Fibrocystin ARPKD Mensch 
BBS1, BBS2, BBS1, BBS2,     
ARL6, BBS4,  ARL6, BBS4, Bardet-Biedl-Syndrom, 
BBS5, MKKS, BBS5, MKKS, Meckel-like-Syndrom, 
BBS7, TCC8 BBS7, TCC8 McKusick-Kaufman-Syndrome 
Mensch 
 
Tab. 2.1: Gene, deren Proteine in der Zilie lokalisiert sind, und die mit zystischen Veränderungen in der 
Niere assoziiert sind. Modifiziert nach Watnick et al. [2003] und Ross et al. [2005]. 
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3 Material und Methoden 
 
 
3.1 Patientenkollektiv 
 
In dieser Arbeit wurde bei 186 ARPKD-Patienten eine Mutationsanalyse des PKHD1-Gens 
durchgeführt. Diese 186 Patienten (89 weibliche und 97 männliche) stammten aus insgesamt 127 
nicht-verwandten Familien aus 24 überwiegend europäischen Staaten.  
Die klinischen Daten sind in insgesamt 42 verschiedenen Kliniken erhoben worden. Die 
meisten Familien wurden von Mitgliedern der deutschen Arbeitsgemeinschaft für pädiatrische 
Nephrologie (APN) betreut. Die mittlere klinische Beobachtungszeit betrug 6,0 Jahre. DNA- und 
Blutproben wurden auf Grundlage einer Einverständniserklärung den Patienten entnommen. Die 
Tabelle A.1 (im Anhang) gibt einen Überblick über das gesamte Patientenkollektiv. Einzelheiten 
der klinischen Verläufe waren nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 
 Einschlußkriterium für die Aufnahme einer ARPKD-Familie in die Studie war das 
Überleben der Neonatalperiode mindestens eines betroffenen Kindes. Hierdurch ergeben sich 
folgende zwei Gruppen: 22 früh Verstorbene (Tod in der Peri- bzw. Neonatalperiode, d.h. bis 
einschließlich zur 4. Lebenswoche) und 164 moderat Betroffene. Die letztgenannte Gruppe 
bestand sowohl aus Patienten, die erst nach der Neonatalperiode klinisch symptomatisch wurden, 
als auch aus solchen, die ARPKD-bedingte Komplikationen peri- bzw. neonatal überlebt hatten. 
Von 48 Familien mit mehr als einem betroffenen Kind (sog. Multiplex-Familien, vgl. Tabelle 
A.1) wiesen die erkrankten Geschwister in 20 Familien untereinander sehr stark unterschiedliche 
klinische Verläufe auf (perinataler Tod eines Geschwisters vs. Überleben bis in die Kindheit 
bzw. das Erwachsenenalter des anderen Geschwisterkindes). 
182 Patienten konnten aufgrund typischer Auffälligkeiten im Ultraschall der Nieren in die 
Studie eingeschlossen werden. Um frühmanifeste Formen dominanter Zystennieren (ADPKD) 
ausschließen zu können, mußten abdominelle Sonografiebefunde beider Eltern unauffällig sein. 
Bei zwei Patienten fehlten Angaben zum Ultraschall der Eltern (Patient 165 und 262), bei 
weiteren zwei betroffenen Geschwistern wurden in der linken Niere der Mutter zwei Zysten 
entdeckt (Familie F0). In diesen vier Fällen mußten weitere Belege für eine ARPKD vorliegen:  
Entweder eine durch Leberbiopsie histopathologisch gesicherte kongenitale Leberfibrose (Patient 
262 und die Geschwister aus Familie F0) oder Befunde einer parentalen Konsanguität 
(homozygote Haplotypen für Chromosom-6p12-Marker; Patient 165). 
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41 Patienten (es lagen ursprünglich klinische Informationen zu 227 Personen vor) 
wurden aus der Untersuchung ausgeschlossen, da sie entweder zusätzliche Fehlbildungen 
aufwiesen, oder aber bei einem der Eltern Zysten in den Nieren gefunden worden waren, was 
eine dominante Zystennierenerkrankung (ADPKD) wahrscheinlicher machte. 
 
 
3.2 Molekularbiologische Methoden 
 
3.2.1 Vorgehensweise bei der Mutationsanalytik 
Hier soll nur ein kurzer Überblick über das im Regelfall angewandte Verfahren bei der 
Mutationssuche gegeben werden. Auf die wesentlichen Punkte wird in den folgenden 
Abschnitten eingegangen werden. 
Die für die Analysen verwendete genomische DNA der Patienten wurde bereitgestellt. 
Sie wurde zuvor aus Leukozyten der Patientenblutproben nach Standardprotokollen (Phenol-
Chloroform-Extraktion) gewonnen. In einzelnen Fällen stammte sie aus in Paraffinblöcken 
eingebetteten Geweben. 
 Auch auf bereits durchgeführte Haplotypisierungen konnte zurückgegriffen werden. 
Diese fanden im Falle von Familien mit mehr als einem Kind mit mindestens zwei, das PKHD1-
Gen flankierenden Markern statt. Alle Familien koppelten dabei auf den PKHD1-Locus auf 
Chromosom 6p12. Stand die parentale DNA einzelner Patienten nicht zur Verfügung, wurden 
diese mit mindestens drei intragenischen Markern (D6S1344, D6S243, D6S1714) auf 
homozygote Haplotypen überprüft. Dies war notwendig, da mit dem DHPLC-Screening nicht 
ohne weiteres homozygote Mutationen entdeckt werden können (vgl. Abschnitt 3.2.4).  
Lag jedoch die DNA wenigstens eines konsanguinen Elternteils vor, wurde diese (statt 
die des eigentlichen Patienten) in das Screening einbezogen. Konsanguine Patienten sind in der 
Tabelle A.1 (im Anhang) mit einem „K“ gekennzeichnet. 
Die Bedingungen zur Amplifikation der einzelnen PKHD1-Fragmente mittels PCR sowie 
des DHPLC-Screenings waren zu Beginn der Arbeit bereits etabliert [Dornia, 2005]. Auf sie 
wurde im wesentlichen zurückgegriffen. 
Ein durch PCR amplifiziertes Fragment des PKHD1-Gens eines Patienten wurde unter 
entsprechenden Bedingungen auf einem DHPLC-(Denaturing-High-Perfomance-Liquid-
Chromatography)-Gerät nach Mutationen gescreent. Zeigte dieses Fragment Aufälligkeiten 
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gegenüber dem Wildtyp-Fragment, wurde es anschließend sequenziert. Falls sich in der 
Sequenzierung eine Sequenzveränderung zeigte, wurde durch Vergleich mit der genomischen 
(Genbank-Nummer AY_129465) und der cDNA-Sequenz (Genbank-Nummer AF_480064) unter 
Berücksichtigung des Leserahmens ermittelt, ob es sich im vorliegenden Fall um einen 
Missense-Austausch, eine trunkierende Mutation oder eine stumme Sequenzvariante handelte. 
Im Falle einer trunkierenden Mutation (Nonsense-, Spleißstellen- oder zu einer Verschiebung des 
Leserahmens führende Mutation) wurde ohne weitere Abklärung die Pathogenität der 
Veränderung postuliert. Weiter als fünf Basen intronisch liegende Sequenzänderungen hingegen 
wurden als Polymorphismen deklariert. Auch bei in der Literatur bereits als pathogen oder 
Polymorphismus beschriebenen Missense-Mutationen wurde keine weitere Diagnostik betrieben. 
Bei verbliebenen, bisher unbekannten Missense-Austauschen wurden 200 gesunde 
Kontrollpersonen (enspricht 400 Kontrollchromosomen) auf dem DHPLC-Gerät unter denselben 
Bedingungen gescreent. Zeigte keine der Kontrollen dieselbe Aufälligkeit und stimmte die 
Segregation der Mutation mit dem Phänotyp der Familie überein, wurde von einer pathogenen 
Sequenzveränderung ausgegangen. Im Falle eines ähnlichen DHPLC-Musters einer Kontrolle 
wurde auch diese sequenziert. Ergab die Sequenzierung dieselbe Mutation wie die des Patienten, 
wurde die Veränderung entsprechend als Polymorphismus eingeordnet. 
 Sobald bei einem Patienten zwei PKHD1-Mutationen identifiziert waren, ergaben 
entsprechende Testungen der elterlichen DNA-Proben die Segregation der Allele. Patienten mit 
zwei bereits ermittelten pathogenen Mutationen wurden nicht vom DHPLC-Screening der 
restlichen Fragmente ausgeschlossen. 
 Patienten mit Mutationen, die in mehr als einer Familie auftraten, wurden mit drei 
intragenischen Markern erneut haplotypisiert, um ein möglicherweise zugrundeliegendes 
Gründer-Allel zu definieren. Stumme und intronische Mutationen wurden, sofern sie in 
Kontrollen nicht gefunden werden konnten, einer Computeranalyse (mit Splice Site Prediction 
des Berkely Drosophila Genome Project [Reese et al., 1997] und NetGene2 [Hebsgaard et al., 
1996]) unterzogen, um eine mögliche Beeinflußung des Spleißens zu ermitteln. 
 
3.2.2 PCR und Gelelektrophorese der PKHD1-Fragmente 
Für jede zu amplifizierende DNA wurde eine PCR mit folgenden Reagenzien und 
entsprechenden  Finalkonzentrationen angesetzt: 400 µM je Desoxyribonukleotid (Invitrogen), 
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1x-PCR-Puffer (Invitrogen), 1.5 mM MgCl2 (Invitrogen), 10 pmol Forward- & 10 pmol-
Reverse-Oligonukleotidprimer (MWG-Biotech-AG), 100 ng genomische DNA, zwei Units Taq-
DNA-Polymerase (Invitrogen). Mit destilliertem Wasser wurde das Reaktionsvolumen auf 50 µl 
aufgefüllt.  
Die für das entsprechende Fragment verwendeten Oligonukleotidprimer sind der Tabelle 
A.2 (im Anhang) zu entnehmen. Alle 66 Exone des längsten PKHD1-Transkriptes konnten in 77 
Fragmenten amplifiziert werden. Als Template diente genomische DNA der beschriebenen 
Patienten, sowie die einer nicht-betroffenen Kontrollperson („Wildtyp“). Zusätzlich wurde DNA 
von Positivkontrollen amplifiziert, also von Personen mit bekannten Mutationen für das 
entsprechende Fragment. Diese umfaßten sowohl Mutationen als auch häufige Polymorphismen 
(Tabelle A.3). Abweichend von der ursprünglichen Etablierung wurde aus Kostengründen auf 
die für einige Fragmente (in Tabelle A.2 mit * versehen) vorgesehene Proof-Reading-
Polymerase (Optimase™ Polymerase, Transgenomic) verzichtet und stattdessen ein Hot-Start-
Enzym verwendet (Platinum® Taq DNA Polymerase, Invitrogen).  
Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde ein Mastermix, bestehend aus allen PCR-
Reagenzien mit Ausnahme der DNA, für alle Proben eines Fragmentes gemeinsam angesetzt.  
Eine zusätzliche Probe ohne DNA erfüllte die Aufgabe als Leerwert zur Überprüfung eines 
kontaminierten Mastermixes. 
Alle Fragmente konnten mit folgendem PCR-Programm auf einem Peltier-Thermal-
Cycler (PTC 200) amplifiziert werden: Einer initialen Denaturierung (94°C, 5 Minuten) folgten 
dabei 35 Zyklen bestehend aus Denaturierung (94°C, 30 Sekunden), Annealing (58°C, 45 
Sekunden) und Elongation (72°C, 90 Sekunden). Nach einer finalen Elongationsphase (72°C, 10 
Minuten) wurden die Proben bis zur Entnahme auf 4°C gehalten. 
Zur Beurteilung von Ausbeute und Spezifität der Amplifikation wurden 5 µl des PCR-
Produktes jeder Probe zusammen mit 5 µl Blaupuffer auf einem mit 30 µl Ethidiumbromid 
versetzten 1%-Agarose-Gel (Invitrogen) aufgetragen. Zur Längendifferenzierung diente eine 
100-Basenpaarleiter (Invitrogen). Nach 40-minütiger Auftrennung bei 120 mV konnten die 
Produktbanden unter UV-Licht (Imaging-System Gel-Doc 2000, Bio Rad) sichtbar gemacht 
werden. Unspezifische, leerwert-kontaminierte sowie PCR-Ansätze mit zu geringer Ausbeute 
wurden wiederholt. 
 
  
 
24
3.2.3 Grundlagen des DHPLC-Screening-Verfahrens 
DHPLC (Denaturing-High-Perfomance-Liquid-Chromatography) ermöglicht Mutations-
screening basierend auf der Unterscheidung zwischen DNA-Homo- und Heteroduplices 
[Übersicht in: Xiao et al., 2001]. Diese entstehen durch Renaturierung kurz zuvor denaturierter 
PCR-Produkte zweier chromosomaler Fragmente, von denen eines eine Mutation trägt 
(Abbildung 3.1). 
                                                                                   Allel 1      Allel 2                          Hetero-  und  Homoduplices 
 
 
 
 
Abb. 3.1: Denaturierung und
langsame Renaturierung führen bei
Heterozygoten zur Ausbildung von je
2 Hetero- und Homoduplices.   
Modifiziert nach Schwarzer [2000]. 
 
 
 
Als stationäre Phase dient eine mit PS-DVB-(Polystryene-Dinvinylbenzen)-Partikeln 
beschichtete Säule. In der mobilen Phase sind zum einem die zu untersuchenden DNA-
Doppelstränge, zum anderen das amphiphile Molekül TEAA (Triethylammoniumacetat) gelöst. 
Letzteres funktioniert als Brückenmolekül, da es mit seinem hydrophobem Ende an die Säule 
bindet, während der positiv geladene Ammoniumteil mit den negativ geladenen 
Phosphorsäureresten der DNA-Doppelstränge wechselwirkt. Durch den schrittweisen Anstieg 
der Konzentration eines organischen Lösemittels (Acetonitril) in der mobilen Phase werden diese 
elektrostatischen Wechselwirkungen schließlich zerstört, so daß die DNA von der Säule 
fortgewaschen wird und von einem UV-Detektor bei 260 nm Wellenlänge detektiert werden 
kann. Auf diese Weise registrierte DNA wird von einem Computerprogramm in einem Zeit-
Absorptionsdiagramm als Peak dargestellt. 
Wesentlich für die Sensitivität dieser Methode ist die gewählte Analysetemperatur. Nur 
unter partiell denaturierenden Bedingungen ist der Unterschied der Retentionszeiten von Homo- 
und Heteroduplices stark genug, um vom Detektor erfasst werden zu können. Im geeigneten 
Temperaturbereich werden bei heterozygoten Personen zwei Peaks erwartet: Der erste 
repräsentiert die durch Basen-Mismatches thermolabileren, früher fortgewaschenen 
Heteroduplices, der zweite die korrekt gepaarten, stabileren Homoduplices. Ein homozygoter 
Patient dürfte hingegen theoretisch nur einen Peak aufweisen (Abbildung 3.2). Im Einzelfall sind 
  
 
bei Heterozygoten sogar vier Peaks registrierbar, da es je zwei unterschiedliche Homo- bzw. 
Heteroduplices gibt (Abbildung 3.1), deren unterschiedliche Retentionszeiten sich aufgrund der 
verschiedenen Basenpaarungen an der mutierten Position manchmal stark genug voneinander 
unterscheiden, um detektiert werden zu können. Dies ist unter anderem abhängig von der der 
Mutation benachbarten Basensequenz sowie der Temperatur [Übersicht in: Oefner et al., 2002]. 
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Abb. 3.2: Die Homoduplices beider Proben
werden zum selben Zeitpunkt von der Säule
gewaschen. Der frühere Peak des Patienten
deutet auf das Vorhandensein von
Heteroduplices hin. Es handelt sich hier um
eine für Fragment 24 verwendete
Positivkontrolle mit der Mutation P805L.
Das Screening fand bei 58.5°C statt. 25
 
 
Bei der Wahl einer geeigneten Temperatur helfen Computerprogramme, so zum Beispiel 
ie WAVEMAKER-Software von Transgenomic. Hier wird nur ein kleiner Überblick über die 
orgehensweise bei der Etablierung des PKHD1-Gens für das DHPLC-Screenings gegeben. 
nhand der Nukleotidsequenz kann der Rechner das Schmelzverhalten des Fragments 
orhersagen und grafisch darstellen. Der Benutzer wählt aus mehreren vorgeschlagenen 
emperaturen diejenige aus, bei der das Fragment zu 15 bis 30% denaturiert vorliegt [Schmitt et 
l., 2000]. Je nach Länge des Fragments und Verteilung der GC- und AT-Basenpaare können 
ich dabei mehrere Schmelzdomänen ergeben. In diesem Fall müssen entweder mit neuen 
rimerpaaren kleinere Fragmente gewählt werden, oder aber man analysiert ein Fragment mittels 
erschiedener Temperaturen. 
Das Verfahren profitiert auf ganz entscheidene Weise von vorhandenen Positivkontrollen 
ekannter Mutationen und Polymorphismen, da hierdurch die rechnerisch ermittelten 
emperaturen überprüft und feinabgestimmt werden können. Generell sollte jedoch ein allzu 
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starkes Fokussieren auf die „saubere“ Darstellung einer einzigen Mutation vermieden werden 
[Jones et al., 1999], da dadurch möglicherweise andere Mutationen verloren gehen können 
(Abbildungen 3.3 und 3.4). In der Praxis ist sogar nur in einem Teil der Fälle das oben 
beschriebene (Abbildung 3.2) Ein- bzw. Zwei-Peak-Muster bei Homo- respektive Heterozygoten 
zu sehen, da sich in jedem Ansatz aufgrund einer gewissen Fehlerrate der DNA-Polymerase auch 
ein kleiner Teil irregulärer Heteroduplices befindet [O'Connor, 2001]. Ein Vergleich von 
Patienten- und Wildtyp-Muster führt häufig erst zur Entscheidung, ob eine Mutation vorliegen 
könnte oder nicht. In den meisten Fällen ist der Unterschied optisch eindeutig (Abbildung 3.3); 
auf zweifelhafte Fälle und die damit verbundenen Probleme wird in der Diskussion näher 
eingegangen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.3: Peakprofile von Wildtyp und 5
Positivkontrollen, Fragment 58b bei 62°C.
Keine der heterozygoten Mutationen zeigt ein
de tliches 2-Peak-Muster, alle Peakprofile
sind jedoch klar vom Wildtyp z
u
u
un ersch
3.4) sin
t eiden. Bei 60.8°C (vgl. Abbildung
d zwar 3 Mutationen „sauberer“
da gestellt, dafür sind 2 andere nicht mehr r
de ektierbar.  
 
t
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3.2.4 DHPLC-Screening der PCR-Produkte 
Vor dem DHPLC-Screening wurden die PCR-Produkte noch einmal denaturiert (94°C / 5 
Minuten) und anschließend bei Raumtemperatur langsam abgekühlt, um so die Ausbildung von 
Homo- und Heteroduplices während der Renaturierung zu ermöglichen.  
 
Abb. 3.4: Peakprofile von Wildt
Im Falle eines Patienten mit homozygoten Haplotypen mußte vor diesem Prozeß das 
PCR-Produkt mit dem eines Wildtypen zu gleichen Teilen gemischt werden, da der Unterschied 
in der Retentionszeit zwischen Wildtyp-Homoduplices und Homoduplices mit Mutation nur in 
seltenen Fällen ausreicht, um detektiert werden zu können [Kuklin et al., 1999]. 
In dieser Arbeit wurde ein DHPLC-Gerät von der Firma Transgenomic benutzt (WAVE 
Model 3500HT). Meist wurden 5 bis 8 µl PCR-Produkt einer Probe in das System injiziert; nur 
bei schwächeren PCR-Ausbeuten wurde das Injektionsvolumen auf 10 µl bis maximal 15 µl 
erhöht. Aus der Tabelle A.3 (im Anhang) werden die verwendeten Analysetemperaturen und die 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
yp und 5
Positivkontrollen, Fragment 58b bei 60.8°C.  
Es handelt sich um dieselben Proben wie in
Abbildung 3.3. Während nun 3 Mutationen  schöner
dargestellt sind (v.a. D3139Y), sind 2 weitere
(N3175D und I3177T) nicht mehr vom Wildtyp zu
unterscheiden. Dieses Fragment wurde schließlich
bei beiden Temperaturen und einer dritten (56°C)
gescreent (vgl. Tabelle A.3 im Anhang). 
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währen
chritt der Säule mit einer mobilen Phase bestehend aus 100% Puffer C bei 
5°C vollzogen („Hot Wash“). Jeden Tag wurden mindestens einmal alle Schläuche und Ventile 
mit einem Kurzschlußverfahren, welches die Säule umgeht („Purge“), durchgespült, um 
 System zu entfernen. Puffer A und B wurden 
tehengelassen. 
zu Beginn eines Probendurchlaufes benutzte Konzentration des Puffers B ersichtlich. Puffer A 
(95% H2O, 5% TEAA) und B (70% H2O, 5% TEAA, 25% Acetonitril) bildeten zusammen die 
vollständige mobile Phase. Über die Analysezeit hinweg nahm der Anteil des Puffers B stetig zu, 
d der Anteil des Puffers A sank, bis am Ende der Messung Puffer B einen 10% höheren 
Anteil an der mobilen Phase hatte als zu Anfang. Daraus resultierte eine stetig steigende 
Acetonitrilkonzentration innerhalb der Säule, von der die DNA schließlich fortgewaschen wurde 
(vgl. Abschnitt 3.2.3). Zur vollständigen Säuberung von eventuell verbliebenen Restbeständen 
wurde mit Puffer C (25% H2O, 75% Acetonitril) nachgewaschen. Insgesamt betrug die 
Analysezeit für eine Probe knapp vier Minuten.  
Zu Beginn einer jeden neuen Temperatur wurden jeweils zwei Durchläufe ohne Injektion 
(sog. „Blanks“) durchgeführt, um eine Äquilibrierung der Säule und eine stabile Einstellung des 
Ofens zu erreichen. Zusätzlich wurde meist nach 100, spätestens aber nach 200 Messungen ein 
75-minütiger Waschs
7
eventuelle vorhandene Luftblasen aus dem
spätestens alle zwei Tage, Puffer C und D je nach Bedarf neu angesetzt. Mit Puffer D (92% H2O, 
8% Acetonitril) wurde nach jeder Probe die Injektionsspritze gereinigt. Das TEAA wurde von 
der Firma Transgenomic unter dem Namen „WAVE Ion Pairing Agent“, das verwendete 
Acetonitril (Ultra Gradient HPLC Grade) von J.T. Baker bezogen. Das für die Puffer benutzte 
Wasser wurde mit einer Milli-Q-Anlage von Millipore hochrein filtriert, um HPLC-Ansprüchen 
zu genügen. Um eine Erwärmung des endothermen Puffers B zu ermöglichen, wurde dieser vor 
Gebrauch mindestens eine Stunde lang bei Raumtemperatur s
Ungefähr einmal im Monat wurde die Auftrennungsleistung der Säule anhand zweier 
Mutationsstandards (Low & High Range Mutation Standards, Transgenomic) nach Angaben des 
Herstellers getestet. Falls notwendig, wurde daraufhin eine Neukalibrierung des Ofens der 
Anleitung im Handbuch folgend durchgeführt. Erst wenn die Kalibrierung wiederholt erfolglos 
bleib, wurde eine neue Säule (DNASep HT Cartridge, 6.5*37 mm, Transgenomic) eingebaut. 
Der Erfahrung nach konnte eine Säule jedoch deutlich länger als vom Hersteller angegeben 
(6000 Injektionen) benutzt werden.  
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 des Wildtyps verglichen. Nur bei Darstellung aller 
ekannten Mutationen ist der Lauf als gültig angesehen worden. In einem zweiten Schritt wurden 
die Peakprofile der einzelnen Proben untereinander und mit denen der Positivkontrollen sowie 
 Wildtyp abweichenden Patientenproben wurden drittens in 
 
3.2.5 Sequenzierung 
Zuerst wurde für das entsprechende Fragment eine erneute PCR durchgeführt (zwei Ansätze à 50 
µl) und diese gelektrophoretisch beurteilt, wie in Abschnitt 3.2.2 bereits beschrieben. 
Anschließend fand mit dem Qiaquick-PCR-Purification-Kit (Qiagen) nach den Angaben des 
Herstellers eine Aufreinigung statt, um Nukleotide und Pufferbestandteile, welche die 
Seqeunzierungsreaktion stören könnten, aus dem PCR-Gemisch zu entfernen. Der Erfolg der 
Aufreinigung wurde erneut gelelektrophoretisch getestet (3 µl PCR-Produkt mit 5 µl Blaupuffer) 
und die Konzentration der aufgereinigten DNA abgeschätzt. 
Die eigentliche Sequenzierreaktion wurde nach dem Prinzip des Kettenabbruchs von 
Sanger et al. [1977] durchgeführt. Ein Sequenzieransatz setzte sich zusammen aus 80 ng 
gereinigter Patienten-Fragment-DNA, 5 pmol Primer, 4 µl Sequenziermix (aus dem BigDye® 
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) und wurde mit Wasser auf ein 
Gesamtvolumen von 20 µl aufgefüllt. Als Sequenzierprimer wurden die entsprechenden Primer 
des Primärscreenings verwendet. Aus Tabelle A.3 geht hervor, bei welchem Fragment der 
Forward- bzw. Reverse-Primer benutzt wurde. Bei längeren Fragmenten mußte jeweils aus 
beiden Richtungen sequenziert werden, um eine Mutation bestätigen bzw. ausschließen zu 
können. Das verwendete Sequenzierprogramm bestand aus 30 Zyklen folgender Schritte: 
 Durch die Einbeziehung von Positivkontrollen für nahezu jedes Fragment konnte die 
Sensitivität fortlaufend kontrolliert werden. Diese Kontrollen wurden unter denselben
Bedingungen unmittelbar vor dem Patientenkollektiv getestet. 
Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte in drei Schritten. Zuerst wurden die 
Peakprofile der Positivkontrollen mit dem
b
des Wildtyps verglichen. Alle vom
Gruppen gleicher bzw. sehr ähnlicher Peakprofile einsortiert. Aus jeder Gruppe wurde 
mindestens ein Patient zur anschließenden Sequenzierung ausgesucht. Das galt auch für 
Patientenproben deren Peakprofil einer der Positivkontrollen sehr ähnlich sah. Bestätigte sich in 
der Sequenzierung eine Mutation, so wurden im Anschluß auch alle weiteren Proben mit diesem 
Muster sequenziert. 
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 10 Sekunden), Annealing (50°C, 5 Sekunden), Elongation (60°C, 4 
inuten). Anschließend wurde bis zur Entnahme des Reaktionsgefäßes dieses auf 4°C gehalten. 
Nach der Sequenzierreaktion wurde die Probe einer Standard-Isopropanol-Ethanol-
 Schließlich konnte sie auf einem automatischen Sequenzierer (ABI Prism 
10 Genetic Analyser) analysiert werden. 
nden nicht etabliert [Dornia, 2005] und deswegen von dem 
ier beschriebenen Analyseweg ausgenommen. Patienten, bei denen nach Beendigung des 
creenings keine zwei pathogenen Sequenzveränderungen gefunden worden waren, wurden für 
nschluß sequenziert. 
Denaturierung (96°C,
M
 
Fällung unterzogen.
3
 
3.2.6 Ausnahmen 
Fünf der 77 Fragmente (2, 8, 10, 42 und 51, vgl. Tabelle A.3 im Anhang) waren für ein DHPLC-
Screening aus unterschiedlichen Grü
h
S
diese fünf Fragmente im A
  
 
31
 
ten (97 männliche und 89 weibliche) wurde in dieser Arbeit 
ine PKHD1-Mutationsanalyse durchgeführt. Dabei wurden die 66 kodierenden Exone des 
ngsten PKHD1-Transkriptes in 77 Fragmenten amplifiziert und mittels DHPLC-Screening und 
equenzierung analysiert. Die Tabelle A.1 (im Anhang) gibt einen Überblick über das Kollektiv 
4 Ergebnisse 
 
4.1 Überblick 
 
Bei insgesamt 186 ARPKD-Patien
e
lä
S
und die identifizierten Mutationen.  
 
 
4.2 Detektionsrate 
 
Da die 186 Patienten aus 127 Familien stammten, waren a priori insgesamt 254 pathogene 
Sequenzveränderungen zu erwarten. Von diesen konnten 195 gefunden werden, was einer 
Detektionsrate von 76,8% entspricht. Beide im Rahmen eines autosomal-rezessiven Erbgangs zu 
erwartende Mutationen konnten in 73 Familien ermittelt werden (57,5%), während in 49 Fällen 
nur die Detektion einer Mutation gelang (38,6%). Somit wurde bei 96% der Familien mindestens 
eine Mutation entdeckt. In fünf Familien (3,9%) konnten keine Mutationen gefunden werden 
(Abbildung 4.1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.1: Anteil der Familien mit zwei, 
einer bzw. keiner entdeckten Mutation am 
Kollektiv. 
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elterlichen Chromosomen liegen. In vier Fällen (Patienten 94, 172, 149 
und Fa
. 
.3 Klassifizierung der Mutationen 
en, während bei den 
utationen IVS16: c.1512+1G>A (Deletion Exon 16, Patient 258) und IVS39: c.6333-2A>G  
(Deletion Exon 4 Exon skippings der L liebe. 
Die beiden letztgenannten Mutationen müssen also nicht notwendigerweise trunkierend sein. 
der Maus konserv minosäuren. 
Keine d  nachgewiesen we der war als 
orphism 004a] beschrieben. In fünf Familien wurden 
tient 183, Familie F507) waren 
ie beiden Missense-Mutationen des gleichen parentalen Chromosoms an entsprechender Stelle 
Die Sequenzierung der für das DHPLC-Verfahren nicht etablierten Exone 2, 8, 10, 42 und 51 
half in keinem Fall die fehlende(n) Mutation(en) zu finden. 
Bei Patienten mit zwei ermittelten Mutationen konnte nachgewiesen werden, daß diese 
auf unterschiedlichen 
milie F578) war eine Überprüfung der Segregation nicht möglich, da keine DNA-Proben 
der Eltern zur Verfügung standen
 
 
 
4
 
Die identifizierten Mutationen lassen sich grundsätzlich in zwei Gruppen einteilen: Missense- (n 
= 152; 78%) und trunkierende Mutationen (n = 43; 22%). Die trunkierenden Mutationen 
umfassen 23 Nonsense-, 16 zu einem Rasterschub führende (sog. Frameshifting-Mutationen, 
bestehend aus zehn Deletionen, fünf Insertionen und einer Kombination aus beidem) und vier 
Spleiß-Mutationen. Bei diesen wurde postuliert, daß sie Null-Allele darstellen. Die Spleiß-
Mutationen betreffen kanonische Spleißsequenzen und führen wahrscheinlich zu einem Wegfall 
des angrenzenden Exons (sog. Exon skipping) [Modrek et al., 2002]. Bei den Mutationen IVS13: 
c.977-1G>A (Deletion Exon 14, Familie F3) und IVS28: c.3228+1G>T (Deletion Exon 28, 
Patient 263) wäre der Leserahmen des Transkriptes im Anschluß verschob
M
0, Patient 311) im Falle eines eserahmen erhalten b
Alle bis auf 12 Missense-Mutationen betrafen in ierte A
ieser 12 Veränderungen konnte in Kontrollen rden o
Polym us in der Literatur [Bergmann et al., 2
drei mögliche Mutationen gefunden. In drei Fällen (Patient 57, Pa
d
in der Maus konserviert. In den anderen zwei Familien (F4 und F538) wurden die Mutationen 
P805L und I3177T jeweils zusammen auf einem elterlichen Allel vererbt. Im restlichen 
Kollektiv wurden maximal zwei Mutationen pro Familie entdeckt.  
Bei den Nukleotidaustauschen der Missense-Mutationen handelte es sich in 53% der 
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en waren die meisten für eine Familie 
ard et al., 2002]. Weitere sechs Mutationen wurden 
weils in mindestens vier bis sieben Familien entdeckt. Andere sechs verteilten sich auf je drei 
amilien, und 12 Mutationen kamen in je zwei Familien vor (Tabelle 4.1).  
Wiederkehrende Mutation(en) Anzahl der Familien 
Fälle um Transitionen (d.h. Pyrimidin- gegen Pyrimidin- bzw. Purin- gegen Purin-Base) und in 
47% um Transversionen (Purin- gegen Pyrimidinbase oder vice versa). Dieses Verhältnis einer 
leichten Verzerrung zu Gunsten der Transitionen entspricht Befunden von Studien anderer Gene 
[Collins et al., 1994]. 
70 Mutationen waren in der Literatur bisher nicht beschrieben; diese sind in der Tabelle 
A.1 (im Anhang) fett gedruckt.  
 
 
4.4 Verteilung einzelner Mutationen innerhalb des Kollektivs 
 
Von 111 entdeckten unterschiedlichen Mutation
einzigartig: 86 Mutationen (77,5%) sind in nur jeweils einer Familie detektiert worden (sog. 
„private Mutationen“), nur 25 (22,5%) waren in zwei oder mehr Familien wiederzufinden. T36M 
(c.107C>T, in Exon 3) ist die mit Abstand am häufigsten wiederkehrende Mutation: Sie kommt 
in 33 Familien und in 13,4% aller Allele dieser Arbeit vor. Dieses Ergebnis deckt sich im 
wesentlichen mit allen anderen bisherigen Studien, nach denen T36M ungefähr 15 bis 20% aller 
PKHD1-Mutationen abdeckt [Bergmann et al., 2004b; Bergmann et al., 2003; Furu et al., 2003; 
Onuchic et al., 2002; Rossetti et al., 2003; W
je
F
 
T36M in 33 
I2331K, I222V, I2957T, Y1838C, R496X, Q3407X in je 4 bis 7 
V3471G, I1687T, G1123S, R3240Q, L1966fs, A1254fs in je 3 
I1998T, C2422G, M3642T, S1156L, G466A, P755L, 
P805L, I3177T, R3240X, R781X, S3570X 
in je 2 
 
Tab. 4.1: Verteilung der mehrfach gefundenen Mutationen über die Familien. 
Familien mit gleichen Mutationen wurden mittels drei intragenischer Marker erneut 
haplotypisiert, um zu überprüfen, ob die Häufigkeit dieser Mutation durch einen Gründer-Effekt 
 So unterschieden sich zum Beispiel die Haplotypen 
 
erklärt werden kann, oder ob es sich um einen Mutations-Hot-Spot im PKHD1-Gen handelt. Im 
Falle von T36M lag dabei eine Vielzahl verschiedener Haplotypen in Familien aus 
unterschiedlichen ethnischen Gruppen vor.
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schen Familie F2 trotz homozygoter T36M-Mutation. Das gleiche 
ilt für die Familien F371 und 206, die beide die gleichen Mutationen (T36M und C2422G) 
In allen anderen Fällen rekurrenter Mutationen waren die Haplotypen der Patienten 
gleich, ß d ein llels naheliegt. Die hohe Prävalenz dieser 
Mutatio  bestim ulatione das Scre  von Fam aus dies gionen 
deutlich vereinfachen. So decken die in der Literatur beschriebenen Nukleotidaustausche 
c.1486C 496X 412T>G 1G) au dieser A 0% der ationen 
finnischer Patienten ab, und ermöglichen es, in 80% dieser Patienten die Diagnose ARPKD 
stellen z nen [B  al., 200
 
 
4.5 Verteilung der Mutationen ü  Prote ductin
 
Die Mutationen sind über die Länge des gesamten Proteins hinweg verteilt (Abbildung 4.2). 
In den rgesag inden sich deutlich weniger Mutationen als in anderen 
Bereichen. Prinzipiell kann also davon ausgegangen werden, daß Polyductin noch weitere, bisher 
nicht näher zu definierende Domänen besitzt, die für die physiologische Funktion des Proteins 
ichtig s önnten
der nicht-konsanguinen finni
g
haben, deren Haplotypen aber nicht dieselben sind. Dies spricht gegen ein gemeinsames 
Gründer-Allel. Zudem gäbe es eine plausible biochemische Erklärung für eine besondere 
Mutationsanfälligkeit des entsprechenden genomischen Bereichs: Das in einem CpG-Dinukleotid 
dieser Stelle befindliche Cytidin liegt methyliert vor, und kann durch hydrolytische 
Deaminierung zu einem Thymidin mutieren, ohne daß dies von entsprechenden 
Reparaturmechanismen der Zelle erkannt werden kann [Übersicht in: Lewin, 2000]. T36M 
entsteht also vermutlich auf dem Boden eines Hot-Spots für Mutationen, wenn auch wegen der 
Häufigkeit der Mutation ein Gründereffekt – vor allem in Mitteleuropa, wo die Mutation am 
häufigsten ist – eine zusätzliche Rolle spielen mag.  
 
so da ie Annahme es Gründer-A
nen in mten Pop n kann ening ilien en Re
>T (R ) und c.10  (V347 ch in rbeit 5 Mut
u kön ergmann et 4a]. 
ber das in Poly  
vorhe ten Domänen f
w ein k .   
 
 
Abb. 4.2: Schematische Darstellung von Polyductin mit den in dieser Studie gefundenen Mutationen (graue, 
ve  Balken) und den von SMART vorhergesagten Domänen (rot: IPT-, blau: PbH1-, grün: Transmembran-
Domäne). Der überwiegende Teil der Mutationen liegt außerhalb der vorhergesagten Domänen. Im intrazellulären 
Abschnitt Polyductins fehlen Mutationen gänzlich. 
rtikale
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atur [Bergmann et al., 2004a] bereits als Polymorphismen beschrieben worden waren.  
sgesamt wurden 20 Missense-Polymorphismen, die zu Aminosäureaustauschen führen, 
gefunden, von denen 12 auf in der Maus konser it 
unterschiedlicher Frequenz häufig unter Kontrollen auftraten (Tabelle 4.2). 
 
Exon -N id-Aust
äuren-
usch Maus 
Häufigkeit in 
Kontroll  Studie
4.6 Polymorphismen 
 
Neben Mutationen wurde eine große Zahl mutmaßlich harmloser Polymorphismen entdeckt. 
Folgende Sequenzvarianten wurden als apathogen angesehen: Intronische Austausche, die hinter 
den Konsensus-Spleißstellen liegen; exonische Veränderungen, die nicht zu einer anderen 
Aminosäure im Protein führen (stumme Austausche), sowie Sequenzvarianten, die nicht mit der 
Erkankung segregieren, in einem Kollektiv von 200 Kontrollpersonen gefunden wurden, oder in 
der Liter
In
vierten Positionen lagen, aber auch m
cDNA ukleot
ausch 
Aminos
austa en n 
Ex c.146 88P L486 3,6,8 16 3G>C R4 1/200 
Ex c.17 9M T577 2/200 3,6,7,8 19 36C>T T57
Ex c. 21 4S P722 1/200 3,6,8 22 70C>T P72
Ex c.22 60C C758 1-8 22 78C>T R7 46/200 
Ex c.248 0S N828 3/200 3,5,6,7,8 24 9A>G N83
Ex c.340 36C Y1134 1/200 3,6,8 30 7A>G Y11
Ex c.37 62V V1260 9/200 1,3,5,32 85C>T A12 6,7,8 
Ex c.83 82A C2774 2/200 7,8 53 45G>C G27
Ex c.86 69K V2863 10/200 3,4,55 06C>A T28 6,7,8 
Ex58 c.9215C>  A3066 3,6,8 T A3072V 1/200 
Ex c.92 88N D3082 1/200 3,6,8 58 62G>A D30
Ex58 c.9320G>  G3101 1/200 3,6,8 C R3107P
Ex58 c.9415G> N3132 1-8 T D3139Y 4/200 
Ex59 c.9577G>  V3186 7,8 A V3193I 2/200 
Ex c.105 05R S3498 6/200 1,5,7,8 61 15C>T S35
Ex c.115 42L R3835 8/200 3,6,7,8 65 25G>T R38
Ex c.116 99R Q3892 50/200 1-8 66 96A>G Q38
Ex c.11 5N K3898 1/200 7,8 66 714T>A I390
Ex c.118 60I V3954 4/200 1-8 67 78G>A V39
Ex c.121 48R Q4037 60/200 1,3,5,667 43A>G Q40 ,7,8 
 
Ta  Polymorphismen mit Aminosäureaustausch. Daten aus: (1) Ward et al. 2002, (2) Onuchic 002, 
(3) Bergmann et al. 2003, (4) Furu et al. 2003, (5) Rossetti ann et 
2005, (8) die
 
b. 4.2: et al. 2
et al. 2003, (6) Bergm al. 2004a, (7) Sharp et al. 
se Arbeit. 
 Von den entdeckten 28 stummen und 29 intronischen Nukleotidaustauschen wurden 
diejenigen mit dem Computerprogramm Splice Site Prediction des Berkely Drosophila Genome 
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roject [Reese et al., 1997] untersucht, die in 200 Kontrollchromosomen nicht vorhanden waren 
(grau unterlegt in den Tabellen 4.3 und 4.4). Dabei mer mit 
der der entsprechenden Wildtypsequenz verglichen. In Fällen, wo das Programm auch bei der 
Wildytp-Sequenz kein Spleißen vorhersagte, wurde auf das Programm NetGene2 [Hebsgaard et 
al., 1996] zurückgegriffen. Nur in fünf der 21 untersuchten Sequenzvarianten wurde dabei eine 
Abschwächung bzw. Verstärkung der angrenzenden Spleißstelle v hergesagt. Be n diese  
jedoch als sicher pathogen bezeichnet, sollten diese Vorhersagen erst funktionell bestätigt 
wer
 
E Nu
Au
inos Ko  de rteilung Studie 
P
wurde die Stärke der Spleißstelle im
or vor ma
den. 
xon 
cDNA-
kleotid-
stausch 
Am äure Häufigkeit in ntrollen SS des WT SS s Allels Beu
Ex2 c.51A>G A17A 0/200 D: 0.86 D: 0.50 abgeschwächte Donor-Site 8 
Ex4 c.214C>T L72L 25/200   3-8     
Ex4 c. D78D 15/     1,3,7,8 234C>T  200   
Ex14 c.999A>G E333E 6/200   3,6,8     
Ex15 c.1122A>C A374A 0/200 A: 0.96 A: 0.97 eher kein Effekt 8 
Ex15 c.1185T>C D395D 4/200       5,7,8 
E c N529 1 1-8 x17 .1587T>C N 0/200       
Ex20 c.1950G>A R650R 0/200 D: 0.67 D: 0.67 eher kein Effekt 8 
Ex21 c.2046A>C P682P 20/200     3-8   
E c.2 T951 2   1,6,8 x27 853C>T T /200     
E c. 113 1/200       6,8 x30 3393G>A A 1A 3,4,
E c. N117 2/200       8 x30 3537T>C 9N 3,5,
E c.3 L125 7/200       ,5,7,8 x32 756G>C 2L 1,3
Ex32 c.4035C>A G1345G 0/200 A: 0.77 A: 0.77 eher kein Effekt 7,8 
E c.4 V1640 1/200       8 x32 920A>C V 1-
E c. L1966 5/2   x36 5896C>T L 00     3,4,6,7,8 
Ex39 c.6462T>C V2154V 0/200 D: 0.78 D: 0.78 eher kein Effekt 3,8 
Ex40 c.6636C>T A2212A 0/200 D: 1.00 D: 1.00 eher kein Effekt 3,8 
E c 2259 1/200       x41 .6777C>T F F 8 
E c 2300 1/2   3,6,7,8 x43 .6900C>T N N 00     
E c 2529 65/   1-8 x48 .7587A>G G G 200     
Ex49 c.7764A>G L2588L 20/200       1-8 
Ex56 c.8673C>G R2891R 2/200       7,8 
Ex58 c.9237G>A A3079A 20/200       1-8 
Ex58 c.9492C>T S3164S 1/200       3,4,8 
Ex61 c.10434T>A P3478P 4/200       3,6,8 
Ex61 c.10521C>T H3507H 5/200       1-8 
Ex63 c.11340T>C P3780P 10/200       1-8 
 
Tab. 4.3: Stumme Polymorphismen.  SS = Splice Site Score. Benutzt wurde die Splice Site Prediction des Berkely 
Drosophila Genome Project [Reese et al., 1997]. A = Akzeptor-Splice-Site; D = Donor-Splice-Site; WT = Wildtyp. 
Daten aus: (1) Ward et al. 2002, (2) Onuchic et al. 2002, (3) Bergmann et al. 2003, (4) Furu et al. 2003, (5) Rossetti 
et al. 2003, (6) Bergmann et al. 2004a, (7) Sharp et al. 2005, (8) diese Arbeit. 
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IVS cDNA-Nukleotid-Austausch 
Häufigkeit in 
Kontrollen SS des WT SS des Allels Beurteilung Studie 
 
I S2 V c.53-24A>G 0/200 A: 0.82 A: 0.82 eher kein Effekt 6 
I S7 c.527+19T>C 52/200     V   1,2,3,4,5,6 
IVS9 c.667+18C>T 0/200 D: n.d.(n.d.) D: n.d.(n.d.) eher kein Effekt 6 
IVS9 c.668-30T>C 1/200       1,4,6 
IVS15 c.1234-10T>A 6/200       2,4,5,6 
IVS15 c.1234-5C>T 1/200       5,6 
IVS18 c.1694-33C>G 4/200       2,4,5,6 
IVS19 c.1837-23A>G 0/200 A: 0.63 A: 0.63 eher kein Effekt 6 
IVS22 c.2279+13T>G 23/200       1,3,4,5,6 
IVS22 c.2280-35C>A 0/200 A: 0.77 A: 0.77 eher kein Effekt 6 
IVS23 c.2407+50C>T 82/200       1,3,4 
IVS29 c.3365-6A>G 0/200 A: n.d.(0.95) A: n.d.(0.95) eher kein Effekt 6 
IVS32 c.5236+14A>G 11/200       1,2,4,5,6 
IVS35 c.5752-18delC 0/200 A: 0.97 A: 0.97 eher kein Effekt 6 
IVS37 c.6122-9C>G 0/200 A: 0.90 A: 0.83 abgeschwächte Donor-Site 6 
IVS46 c.7351-8A>T 0/200 A: 0.88 A: 0.97 verstärkte Akzeptor-Site 6 
IVS48 c.7734-19insTT 0/200 A: n.d.(n.d.) A: n.d.(n.d.) verlängerter Polypyrimidin-Stretch 6 
IVS48 c.7734-4T>C 35/200       4,5,6 
IVS49 c.7912-5T>G 0/200 A: n.d.(n.d.) A: n.d.(n.d.) abgeschwächte Akzeptor-Site 6 
IVS52 c.8302+12T>A 15/200       1,2,4,5,6 
IVS53 c.8441-32G>C 42/200       1,2,3,4,5,6 
IVS54 c.8643-73C>T 27/200       2,5,6 
IVS54 c.8643-24A>G 10/200       1,2,4,5,6 
IVS55 c.8798-19A>C 9/200       1,2,4,5,6 
IVS57 c.8797+19A>C 0/200 D: 0.98 D: 0.98 eher kein Effekt 6 
IVS58 c.9829+70T>G 0/200 D: 0.93 D: 0.93 eher kein Effekt 6 
IVS61 c.11174+10A>G 0/200 D: 1.00 D: 1.00 eher kein Effekt 6 
IVS61 c.11174+11A>G 5/200       1,3,4,5,6 
IVS61 c.11174+26A>G 0/200 D: 1.00 D: 1.00 eher kein Effekt 6 
IVS62 c.11310+19C>T 0/200 D: 0.89 D: 0.89 eher kein Effekt 6 
 
Tab. 4.4: Intronisch liegende Polymorphismen. SS = Splice Site Score. Benutzt wurde die Splice Site Prediction 
des Berkely Drosophila Genome Project [Reese et al., 1997]. A = Akzeptor-Splice-Site; D = Donor-Splice-Site; WT 
= Wildtyp. N.d. = nicht detektiert. In Fällen, wo das oben genannte Programm auch im WT-Allel keine Splice Site 
entdecken konnte, wurde das Programm NetGene2 [Hebsgaard et al., 1996] benutzt. Daten aus: (1) Bergmann et 
al.2003, (2) Furu et al. 2003, (3) Rossetti et al. 2003, (4) Bergmann et al. 2004a, (5) Sharp et al. 2005, (6) diese 
Arbeit. 
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5 Diskussion 
 
 
5.1  Ve h zu er ud
 
In 96% der untersuchten Familien kann die Diagnose ARPKD durch Identifikation einer (38,6%) 
bzw D1 tione ät rd bwohl hmen des zugrunde 
liegenden autosom -
Mutat  sind, n An h ha rs der izierten Mutationen, 
der  klinischen Diagnose sowie der niedrigen Al ue  der N evölkeru
hohe it vo  Di  A D bei ten mit nur einer 
D kon erstmals gezeigt werden, daß die 
etektionsrate beträgt insgesamt 76,8% und liegt damit im Bereich der 
eueren veröffentlichten Studien seit 2004, die jedoch vor allem Patienten mit einem frühzeitig 
Detektionsrate im rgleic  and en St ien 
. zweier (57,5%) PKH -Muta n best igt we en. O im Ra
al-rezessiven Erbgangs a priori zwei krankheitsverursachende PKHD1
ionen zu erwarten kann i betrac t des C rakte identif
lelfreq nz in ormalb ng mit sehr 
r Wahrscheinlichke n der agnose einer RPK Patien
identifizierten Mutation ausgegangen werden. amit nte 
Mutationsanalyse mittels DHPLC eine effiziente Methode zur Sicherung der Diagnose bei 
pädiatrisch betreuten Patienten mit einer moderaten Verlaufsform der ARPKD darstellt. 
Die Mutationsd
n
letalen Verlauf einschlossen.  Frühere Studien mit moderat betroffenen Patienten hingegen hatten 
eine deutlich niedrigere Detektionsrate, die sich zwischen 42 und 68% bewegte (Tabelle 5.1).  
Einen wesentlichen Einfluß auf die Mutationsdetektion hat sicherlich das jeweilige angewendete 
Verfahren. Drei verschiedene Methoden wurden bisher zur PKHD1-Mutationsanalytik benutzt: 
Zum einen die SSCP-Analyse (single-strand conformation polymorphism), zweitens das auch in 
dieser Arbeit benutzte DHPLC-Verfahren, und drittens die direkte Sequenzierung aller PKHD1-
Exone. Prinzipiell am zuverlässigsten ist dabei die direkte Sequenzierung aller Fragmente, da es 
hier kein vorgeschaltetes Screening-Verfahren gibt. Die Studie von Losekoot et al. [2005] mit 
der bisher höchsten Detektionsrate unterstreicht diese Annahme. Ein großer Nachteil dieser 
Methode ist jedoch der große zeitliche und finanzielle Aufwand. SSCP und DHPLC hingegen 
sind beides kostengünstige Verfahren, weil hier nur die im Screening auffällig gewordenen 
Proben sequenziert werden müssen. Beide Methoden sind sehr abhängig von den gewählten 
Analysetemperaturen; die SSCP zusätzlich noch von der verwendeten Matrix des 
Elektrophorese-Gels. Während jedoch die Optimierung der SSCP größtenteils empirisch 
stattfinden muß [Hayashi et al., 1993], werden dem Benutzer beim DHPLC-Verfahren mittels 
Computerprogramm aussichtsreiche Analysetemperaturen vorgeschlagen.  
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Studie Detektionsrate 2 Mut. 1 Mut. keine Mut. Bestätigung ARPKD Methode 
Ward et al., 2002 (n=14) 67,9% 57,0% 21,5% 21,5% 78,5% DHPLC 
Onuchic et al., 2002 (n=25) 42,0% 36,0% 12,0% 52,0% 48,0% DHPLC 
Bergmann et al., 2002 (n=90) 61,0% 45,0% 33,0% 22,0% 78,0% SSCP 
Rossetti et al., 2003 (n=61) 1 43,4% 29,5% 27,9% 42,6% 57,4% 
nur ARPKD (n=47) 46,8% 38,3% 25,5% 36,2% 63,3% 
nur schwere ARPKD (n=10) 85,0% 70,0% 30,0% 0,0% 100,0% 
nur moderate ARPKD (n=37) 41,9% 29,7% 24,3% 46,0% 
DHPLC 
54,0% 
Furu et al., 2003 (n=60) 51,7% 37,0% 30,0% 33,0% 67,0% DHPLC 
Bergmann et al., 2004 (n=40) 2 85,0% 72,5% 25,0% 2,5% 97,5% DHPLC 
diese Arbeit (n=127) 3 76,8% 57,5% 38,6% 3,9% 96,0% 
nur schwere ARPKD (n=20) 85,0% 70,0% 30,0% 0,0% 100,0% 
DHPLC 
Sharp et al., 2005 (n=75) 82,7% 74,7% 18,7% 8,0% 93,4% DHPLC 
Losekoot et al., 2005 (n=39)2 87,0% 79,5% 15,4% 5,1% 94,9% Sequenzierung
 
Tab. 5.1: Detektionsraten verschiedener Studien. N = Anzahl der untersuchten Familien. (1): Kollektiv aus 47 
ARPKD-Patienten und 14 Patienten mit kongenitaler Leberfibrose bzw. Caroli-Syndrom (siehe Text). (2): Kollektiv 
aus Familien mit mindestens einem früh verstorbenen Kind. (3): Kollektiv aus Familien mit mindestens einem 
moderat betroffenen Kind. 
 
Eine Fehlerquelle beider Techniken ist die optische Auswertung der Gel-Banden (im Falle der 
SSCP) bzw. der Peaks (im Falle von DHPLC) durch den Anwender. So kann bei nicht-optimaler 
Temperatur der DHPLC-Peak einer Mutation nur sehr geringfügig vom Wildtyp abweichen und 
übersehen werden. Die Verwendung von zwei oder mehr Analysetemperaturen (wie in dieser 
Arbeit für fast alle Fragmente geschehen, vgl. Tabelle A.3 im Anhang) bietet deutlich mehr 
Sicherheit. Es sind jedoch auch Fälle bekannt, in denen eine Mutation nur in einem sehr engen 
peraturbereich darstellbar war, was hohe Ansprüche an die verwendete DHPLC-Technik, 
füllt werden können [Übersicht in: Xiao et al., 
hren betrifft, 
ind Patientenproben mit homozygoten Haplotypen, die nicht vom homozygoten Wildtyp 
Tem
speziell den Ofen, stellt, die nicht zu 100% er
2001].  Eine Ursache nicht-detektierter Mutationen, die vor allem das DHPLC-Verfa
s
unterschieden werden können. Durch die vorherige Haplotypisierung aller in dieser Arbeit 
verwendeten Proben kann diese Fehlerquelle jedoch nahezu ausgeschlossen werden (vgl. 
Abschnitt 3.2.1). Die SSCP ist zwar noch etwas kostengünstiger als die DHPLC, jedoch auch 
zeitlich aufwendiger, da die optimale Länge der Fragmente 150 Basenpaare beträgt und 300 
Basenpaare keinesfalls überschritten werden sollten [Sheffield et al., 1993]. Um ein größeres 
Exon zu screenen, muß dieses also in mehrere kleine Fragmente zerlegt werden, während die 
DHPLC auch noch bei 400 Basenpaaren und mehr eine gute Sensitivität aufweist. Insgesamt soll 
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eitere Studie mehr mit diesem Verfahren veröffentlicht wurde. 
Neben der Methode beeinflußt aber auch die Zusammensetzung des untersuchten 
 Kollektiv, 
1-Mutationen lokalisiert ? 
 
DHPLC mit Detektionsraten von 96 bis 100% deutlich sensitiver als SSCP (60 bis 85%) sein 
[Übersicht in: Xiao et al., 2001]. Die über die Jahre zunehmende Detektionsrate des DHPLC-
Verfahrens bei PKHD1-Analysen (Tabelle 5.1) erklärt sich vor allem aus der Einbeziehung 
immer zahlreicher werdender Positivkontrollen und die dadurch möglich gewordene 
Feinabstimmung der Analysetemperaturen. Ob auch die SSCP, die unter den früheren Arbeiten 
die höchste Detektionsrate aufweisen konnte, davon profitiert hätte, bleibt offen, da keine 
w
Kollektivs die Detektionsrate erheblich. So erreichten Rossetti et al. [2003] in einem
das neben 47 ARPKD-Patienten auch aus 14 Patienten mit kongenitaler Leberfibrose bzw. 
Caroli-Syndrom und nur minimaler klinischer Nierensymptomatik bestand, nur eine PKHD1-
Detektionsrate von 43,4%. Rechnet man diese 14 Patienten wieder heraus, steigt die Rate um 
einige Prozentpunkte. Noch höher wird sie, wenn man die Detektionsrate schwer und moderat 
Betroffener getrennt ermittelt: 85% vs. 41.9% (Tabelle 5.1).  Die etwas geringere Detektionsrate 
der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe [Bergmann 
et al., 2004b] beruht auf dem gleichen Effekt: In letzterer wurden nur Familien mit früh 
verstorbenen Kindern untersucht, während das Patientenkollektiv dieser Arbeit aus überwiegend 
moderat Betroffenen besteht, bei denen die Diagnose immer etwas unsicherer ist. Eine getrennte 
Berechnung der in diesem Kollektiv schwer betroffenen Patienten, d.h. mit Tod in der Peri- oder 
Neonatalperiode, ergibt eine Detektionsrate von 85% und eine Stellung der Diagnose in 100% 
der Fälle (Tabelle 5.1). 
 
 
5.2 Wo sind die nicht-identifizierten PKHD
Nachdem sowohl technische Aspekte des DHPLC-Verfahrens als auch die Zusammensetzung 
des Kollektivs als mögliche Ursachen für die Nicht-Detektion einiger Mutationen besprochen 
wurden (vgl. Abschnitt 5.1), sollen hier weitere Überlegungen folgen, wo sich die fehlenden 
Mutationen noch verbergen könnten. Da die Detektionsrate der Studie von Losekoot et al. [2005] 
nur leicht höher gegenüber der von Bergmann et al. [2004b] liegt – bei vergleichbaren 
Patientenkollektiven - kann man davon ausgehen, daß die Sensitivität des DHPLC-Verfahrens 
verglichen mit dem „Goldstandard Sequenzierung“ sehr gut mithalten kann (vgl. Tabelle 5.1). 
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reenten Bereichen des PKHD1-
enes, können aber weder durch DHPLC noch durch Sequenzierung entdeckt werden; drittens, 
sie liegen nicht in diesen, sondern in anderen Abschnitten des Gens; oder aber viertens, sie halten 
eisen. Dies gilt 
or allem für Patienten, bei denen zwei Missense-Mutationen auf einem Allel detektiert und die 
beide nicht in Kontrollen gefunden wurden (Patient 57 und 183, Familien F507, F4 und F538). 
s verwendeten 
Für den Verbleib der fehlenden Mutationen gibt es im Prinzip nur vier Möglichkeiten: Erstens, 
bisher als Polymorphismus beschriebene Sequenzvarianten sind tatsächlich pathogen; zweitens, 
fehlende Mutationen befinden sich in den in dieser Arbeit gesc
G
sich in einem oder mehreren anderen Genen auf. 
 
5.2.1 Pathogenität stummer und intronischer Nukleotidaustausche ? 
Im Ergebnis-Teil dieser Arbeit wurde bereits darauf hingewiesen, daß einige der als 
Polymorphismen beschriebenen Austausche pathogen sein könnten (vgl. Abschnitt 4.6 und 
Tabellen 4.2 - 4.4). Am wahrscheinlichsten ist das natürlich vor allem für die Sequenzvarianten, 
die in keiner Kontrolle gefunden werden konnten. Einige der entdeckten stummen Austausche 
könnten die Aktivität eines exonischen Splice-Enhancers (ESE) bzw. –Silencers (ESS) 
verändern, und einige intronische Sequenzvarianten könnten analog dazu intronische Splice-
Silencer (ISS) bzw. –Enhancer (ISE) beeinflußen [Übersicht in: Cartegni et al., 2002]. Jedenfalls 
könnten durch den Wegfall einer normalen oder aber durch die Aktivierung einer kryptischen 
Spleißstelle Transkripte entstehen, die ihrer physiologischen Rolle nicht mehr gerecht werden 
können und Null-Alelle darstellen. Die zur Klärung dieser Mutationsmechanismen nötigen 
Experimente auf  mRNA-Ebene sind jedoch dadurch erschwert, daß eine einfache Blutprobe des 
Patienten nicht ausreicht, da PKHD1 in Lymphozyten nicht in ausreichenden Mengen exprimiert 
wird [Bergmann et al., 2004a]. Die Gewinnung von RNA aus dem Nierengewebe von ARPKD-
Patienten bei Biopsien oder Autopsien ist logistisch umständlich und wegen der Anfälligkeit von 
RNA gegenüber Abbauprozessen häufig erfolglos. 
 Andererseits gilt auch der umgekehrte Fall: Aminosäureaustausche, die in dieser Arbeit 
als pathogen beschrieben werden, könnten sich schließlich noch als harmlos erw
v
Geht man von einer Heterozygotenrate von 1:70 in nicht-isolierten Populationen aus [Zerres et 
al., 1998a] und berücksichtigt die große Anzahl unterschiedlicher Allele, ist die Prävalenz einer 
einzelnen Mutation innerhalb eines Kontrollkollektives als gering anzunehmen. Angesichts des 
jeweils durchgeführten Segregationsnachweises und der Größe de
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en 
jedoch 
denen 55 jeweils eine PKHD1-
Mikrom
 
5.2.3 utationen in regulatorischen Abschnitten von PKHD1 ? 
urchsuchten Abschnitten des PKHD1-Genes zählen im 
Seit der Identifikation von HNF-1β als einem Transkriptionsfaktor für PKHD1 ist die 
Kontrollkollektives (400 Chromosomen), kann man das Verfahren trotzdem als zuverlässig 
bezeichnen, zumal alle bis auf 12 in dieser Arbeit detektierten Aminosäureaustausche an in der 
Maus konservierten Positionen stattfanden (vgl. Abschnitt 4.3). 
5.2.2 Größere genomische Umbauten ? 
Größere genomische Umbauten, von denen ein Exon oder mehrere am Stück betroffen sind, 
können mit DHPLC und Direktsequenzierung nicht nachgewiesen werden. Im Falle von 
Deletionen ganzer Exone eines Chromosoms fehlen einfach die PCR-Fragmente eines Allels, die 
beim DHPLC-Verfahren zu einer Heteroduplexbildung bzw. bei der Sequenzierung zu 
heterozygoten Stellen führen könnten. Duplikationen mehrerer Fragmente hingegen gehen zwar 
mit einer quantitativen Vermehrung der PCR-Fragmente eines Allels einher. Diese entgeh
aus demselben Grund den genannten Methoden, solange sie nicht zufällig auch 
Mutationen tragen. Gleiches gilt auch für komplexere Vorgänge wie Translokationen oder 
Inversionen ganzer Genabschnitte. Allein schon wegen der Größe des PKHD1-Genes sind 
größere Umbauten recht wahrscheinlich. Trotzdem wurde bisher erst in drei Arbeiten versucht, 
deren Anteil am Mutationsspektrum offenzulegen. Zwei Studien, die Restriktionsenzyme und 
Southern-Blots [Ward et al., 2002] bzw. die MLPA-Technik  (multiplex ligation-dependent 
probe amplification) [Losekoot et al., 2005] zum Screening nutzten, konnten keine Deletion oder 
Insertion finden, was vor allem auf die geringe Größe der verwendeten Kollektive 
zurückzuführen ist. Unserer Arbeitsgruppe gelang es hingegen, mittels quantitativer PCR-
Verfahren in einem Kollektiv von 58 ARPKD-Patienten, von 
utation trugen, drei Deletionen unerschiedlicher Größe zu finden (103 bp, 7,3 kb und 13 
kb), die jeweils ein, zwei und drei Exone umfasste [Bergmann et al., 2005b]. Da nur 12 über das 
PKHD1-Gen gleichmäßig verteilte Fragmente dem Screening unterzogen wurden, kann man den 
Anteil der Deletionen an den fehlenden Mutationen aber nicht sicher abschätzen. 
M
Zu den in dieser Arbeit nicht d
wesentlichen der Promotor, die alternativen Exone, die nicht Teil des längsten Transkript sind, 
sowie die nicht-translatierten 5’- und 3’-Bereiche (UTR, untranslated regions). 
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5.2.4 
nataler, 
Promotorregion sicherlich ein besonders interessanter Kandidat, zumal Mutationen in HNF-1β 
phänotypisch auch mit Nierenzysten einhergehen (vgl. Abschnitt 2.2.1). Bisher wurde aber noch 
keine Studie zur Mutationsanalyse der Promotorregion veröffentlicht.  
Vielversprechend sind auch die alternativen Exone, da Mutationen in diesen Bereichen 
vielleicht auch eine Erklärung für die häufig beobachtete Dominanz gewisser Organe in den 
Krankheitsverläufen sein könnten: Durch gewebespezifisches Spleißen, wie es für 10 bis 30% 
der menschlichen Gene in größeren Umfang angenommen wird [Xu et al., 2002], könnte eine 
Mutation in einem alternativen Exon, das überwiegend in der Niere exprimiert wird, auch dort 
einen schwereren Phänotyp bewirken als in der Leber. Zwar haben schon zwei Studien die 
alternativen Exone in ein DHPLC-Screening miteinbezogen [Bergmann et al., 2005b; Sharp et 
al., 2005], jedoch ist die Pathogenität der dort gefundenen Nukleotidaustausche aufgrund 
mangelnder Kenntnis des Leserahmens und des Fehlens funktioneller Analysen noch unklar.  
Die nicht-kodierenden 5’- und 3’-Bereiche eines Gens (5’- & 3’-UTR)  können 
erheblichen Einfluß auf die Translation haben. Häufig geschieht dies durch die Ausbildung von 
Haarnadelstrukturen der mRNA, deren Stabilität durch weitere RNA-bindende Proteine 
unterstützt wird, und die eine Translation vermindern können. Punktmutationen und Deletionen 
im 5’-UTR können die Affinität der mRNA zu diesen RNA-bindenden Proteinen deutlich 
herabsetzen, wie es bereits für das Hyperferritinämie-Katarakt-Syndrom beschrieben wurde 
[Übersicht in: Cazzola et al., 2000]. Auch im 3’-UTR sind Sequenzen bekannt, die durch die 
Bindung eines Proteins die für den Translationsbeginn nötige Annäherung von 5’- und 3’-Ende 
der mRNA verhindern können [Übersicht in: Alberts, 2002]. Wiederum sind für diese Bereiche 
des PKHD1-Gens noch keine Mutationsanalysen veröffentlicht. 
Selbst eine sehr aufwendige Suche nach tief intronischen Mutationen in PKHD1 könnte  
lohnenswert sein: So konnten King et al. [2002] die Diagnose eines Alport-Syndrom in zwei 
Patienten bestätigen, deren Punktmutationen 2,7 kb bzw. 1,8 kb weit intronisch lagen und über 
ein geändertes Spleißen zu einer Insertion eines Pseudoexons in das Transkript führten. 
Auch epigenetische Einflüße als Ursache einer ARPKD sind ebenfalls vorstellbar. 
 
Heterogenie der ARPKD ? 
Die Debatte bezüglich einer Locus-Heterogenität der ARPKD geht auf eine von Blyth und 
Ockenden [1971] vorgeschlagene Einteilung der ARPKD in vier Formen (perinataler, neo
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infant
konnten in ihrer Arbeit bestätigen, daß stark 
nterschiedliche Verläufe in einer Familie eher selten sind. Sowohl milde als auch schwere 
ormen konnten auf die Chromosomenregion 6p12 bezogen werden [Alvarez et al., 2000; Guay-
Insgesamt sprechen nach Zerres et al. [1998a]  
owohl pathoanatomische Kriterien als auch Kopplungsstudien an mehreren hundert Familien, 
mationen: So beschreiben 
Hallerm
iler und juveniler Subtyp) zurück. Diese Subtypen sollten nicht nur die unterschiedlichen 
klinischen Schweregrade beschreiben, sondern ebenso auf verschiedene genetische Entitäten 
zurückzuführen sein. Blyth und Ockenden gründeten ihre Hypothese vor allem auf das sehr 
variable klinische Erscheinungsbild der ARPKD. Zerres et al. [1984] hingegen verwiesen auf die 
überwiegend ähnlich verlaufenden Krankheitsgeschichten innerhalb einer Familie und schlugen 
als Alternativhypothese multiple Allelie vor: Ein einziges Gen sei für ARPKD verantwortlich, 
und die Kombination unterschiedlicher pathogener Allele erzeugt die Vielfalt an Phänotypen in 
verschiedenen Familien. Deget et al. [1995] 
u
F
Woodford et al., 1995; Zerres et al., 1994]. 
s
die das ganze klinische Spektrum der ARPKD abdecken, für eine Wahrscheinlichkeit von 
weniger als 1% für einen anderen Genlocus. Die seit der Entdeckung des Gens PKHD1 2002 
möglich gewordene direkte Mutationsanalytik mit sehr hohen Detektionsraten in allen 
Kollektiven (vgl. Tabelle 5.1) unterstreicht diese Annahme. Trotzdem gelingt es bei 3 bis 7% der 
untersuchten Familien nicht, wenigstens eine Mutation in PKHD1 zu finden. In diesen Fällen ist 
als erstes an eine Fehldiagnose zu denken, vor allem an eine ADPKD aufgrund einer de novo 
PKD1-Mutation, so daß bei keinem Elternteil Zysten in den Nieren zu erwarten sind. Eine 
weitere Fehlerquelle ist das Übersehen anderer angeborener Malfor
ann et al. [2000] eine autosomal-rezessives Syndrom mit von ARPKD nicht zu 
unterscheidener Nieren- und Leberpathologie, aber begleitenden Skelett- und Gesichtsanomalien, 
das nicht auf den PKHD1-Lokus koppelt. Für die fünf Familien dieser Arbeit, bei denen keine 
Mutation gefunden werden konnte, sind jedoch alle Einschlußkriterien (vgl. Abschnitt 3.1) 
erfüllt, inklusive dem Ausschluß anderer angeborener Anomalien. Vier dieser Familien sind aber 
sporadische Fälle, d.h. mit nur einem betroffenen Kind, so daß hier eine Hyplotypisierung mit 
Kopplung auf Chromosom 6p12 nicht möglich war. Auch für einen Teil der Familien mit nur 
einer bisher identifizierten Mutation könnte im Sinne einer Transheterozygotie die zweite 
Mutation in einem anderen Gen liegen.  
Naheliegende weitere Kandidaten für ARPKD sind vor allem Gene, von denen bekannt ist, 
daß sie in Erkankungen, die mit Nierenzysten einhergehen, eine Rolle spielen, und/oder die 
womöglich auch in primären Zilien bereits nachgewiesen wurden (vgl. Abschnitt 2.2.2). 
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.2.2), und nannten es PKHDL1 (PKHD1-
IKE 1
 unterworfen. Zum einen 
wegen 
Eine andere Strategie zur Identifizierung eines weiteren ARPKD-Gens wurde von Hogan 
et al. [2003] verfolgt. Durch eine BLAST-Suche ermittelten sie das humane Ortholog zu dem 
PKHD1-ähnlichen Gen D86 der Maus (vgl. Abschnitt 2
L ). Dieses ist zwar nur zu 25% identisch mit PKHD1. Die Homologien erstrecken sich aber 
fast über das ganze Gen; zudem sind ähnlich dem Polyductin eine Transmembrandomäne sowie 
14 IPT-Domänen vorhergesagt worden. Eine Mutationsanalyse in 20 ARPKD-Patienten ohne 
PKHD1-Mutationen blieb jedoch erfolglos, so daß PKHDL1 als Kandidat für nicht-6p12-
gekoppelte Familien eher weniger attraktiv ist. 
 
 
5.3 Genotyp-Phänotyp-Korrelationen 
 
Genotyp-Phänotyp-Korrelationen können Ärzten und Familien im Rahmen der 
humangenetischen Beratung hilfreiche Informationen bezüglich der Prognose einer erblichen 
Erkrankung geben. So korreliert zum Beispiel bei der zystischen Fibrose das Vorliegen 
bestimmter Mutationen mit dem Fehlen von funktionsfähigem CFTR-Protein und einem 
schweren Krankheitsverlauf (Frühmanifestation der CF, Pankreasinsuffizienz, hoher 
Chloridgehalt des Schweißes), während milder betroffene Patienten noch in der Lage sind, 
geringe Mengen an CFTR zu bilden. Einige Mutationen erlauben auch Rückschlüsse auf die 
Schwere der Lungenerkankung [Übersicht in: Rowntree et al., 2003]. 
Korrelationen zwischen Mutationen in PKHD1 und dem klinischen Verlauf einer 
ARPKD sind jedoch aus zwei Gründen besonderen Schwierigkeiten
der hohen Rate an Mutationen, die für eine Familie einzigartig sind („private mutations“). 
So sind 77,5% der Mutationen des in dieser Arbeit untersuchten Kollektivs nur in einer Familie 
gefunden worden; dies liegt in dem in einer Übersichtsarbeit über alle bis dato bekannten 
Mutationen publizierten Bereich (76,3%) [Bergmann et al., 2004a]. Zweitens ist ein Patient, von 
konsanguinen Familien einmal abgesehen, fast immer Träger zweier verschiedener Allele 
(kombinierte Heterozygotie). Die Zusammenstellung eines größeren Kollektives aus Personen 
mit zwei gleichen PKHD1-Mutationen zwecks Vergleichs der Krankheitsverläufe ist daher 
mangels ausreichender Daten zur Zeit nicht möglich. Durch Sammlung und Katalogisierung aller 
Mutationen werden spezifische Untersuchungen dieser Art jedoch zukünftig durchführbar sein. 
Schon heute besteht die Möglichkeit, die im Rahmen von Diagnostik oder Forschung ermittelten 
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ben genannten Einschränkungen können jedoch zumindest einige allgemeinere 
Genotyp-Phänotyp-Korrelationen getroffen werden. Der Typus der beiden Mutationen (Missense 
vs. trunkierend) kann unt n n nk la hen. Wie 
in einigen Studien berei tellt w  [Ber  al Ber t al., 2003; 
Furu et al., 2003], sterben alle Kinder mit zwei trunkierenden Mutationen bereits in der 
Perinatalperiode, oder anders formuliert, einem moderaten Verlauf einer ARPKD liegt immer 
mindestens e ssense tion zug nde. Auc se Arb in d lektiv aus 
Familien ns  moderat betroffenen Kind untersucht wurde, bestätigt diese 
Regel indirekt, da in keiner Familie zwei trunkierende Mutationen gefunden wurden. Diese 
Erkenntnis hat praktische Konsequenzen: Werden zum Beispiel im Rahmen einer 
Pränataldiagnostik zwei trunkierende Mutationen gefunden, bedeutet dies für die Eltern eine 
klare Prognose für die Lebenserwartung ihres Kindes, und dam
Abwägun idu ezüglich s vorzeitig n Schwa schaf es. In allen 
anderen Fällen ist leider keine definitive Vorhersage möglich. Zwar sind die Mutationstypen 
zwischen moderat Betroffenen und peri-/neonatal Versterbenden ungleich verteilt: In der ersten 
Gruppe sind zwei Drittel vom Missense-Typ, während in der zweiten m s die Hälfte 
trunkierend sind [Bergmann et al., 2004a]. Doch reic  dies nich aus, um nzelfall eine 
Vorhersage treffen zu können, d.h. auch Fälle mit einer bzw. zwei Missense-Mutationen können 
unkierend ist, aber nicht notwendigerweise an der gleichen Stelle. Angenommen wird nun, daß 
Daten an eine zentrale, frei zugängliche Datenbank (Mutation Database Autosomal Recessive 
Polycystic Kidney Disease der Humangenetik RWTH Aachen) im Internet 
(http://www.humgen.rwth-aachen.de) weiterzugeben.  
 Trotz der o
er Umstä
ts festges
den eine Prog
urde
ose des Kra
gmann et
heitsver
., 2004a; 
ufes ermöglic
gmann e
ine Mi -Muta ru h die eit, er ein Kol
mit mindeste einem
it auch eine „einfachere“ 
g der Entsche ng b  eine e nger tsabbruch
ehr al
ht t  im Ei
einen schweren Verlauf mit perinatalem Versterben zur Folge haben. 
Anhand eines einfachen Modells soll deshalb versucht werden, den Einfluß einzelner 
Missense-Mutationen auf den Krankheitsverlauf abzuschätzen. Dafür werden nur Patienten 
betrachtet, die eine Missense-Mutation gemeinsam haben, und deren zweite Mutation 
tr
jede trunkierende Mutation, unabhängig ihrer Lokalisation, zu einem Null-Allel führt. 
Tatsächlich geht man davon aus, daß der überwiegende Teil von mRNAs mit vorzeitigen 
Stopcodons von einem RNA-Surveillance-System erkannt und einer schnellen Degradierung 
zugeführt wird (sog. „nonsense-mediated mRNA decay“ [Übersicht in: Culbertson, 1999]). Nun 
müßten also Art und Position des durch die Missense-Mutation des zweiten Allels bedingten 
Aminosäureaustausches den klinischen Verlauf bestimmen. In Tabelle 5.2 wird eine Einteilung 
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dieser Mutationen in vier klinische Kategorien vorgenommen; zusätzlich wurden noch 
homozygote Patienten mit gleichen Mutationen einbezogen. Dies kann wegen der geringen 
Fallzahlen natürlich nur ein Anfang bezüglich der Klassifikation von PKHD1-Missense-
Mutationen sein. 
 
Genotyp1 Familien  (Patienten) 
Peri-/neonataler 
Tod 
Intrafamiliäre 
Variabilität2
Moderat 
Betroffene 
Bedeutung der 
Missense-
Mutation3
I473S/I473S 2 (2)     2 (2) moderat 
I1687T/X 2 (3)     2 (3) moderat 
I2957T/X 2 (2)     2 (2) moderat 
I3468V/X 2 (2)     2 (2) moderat 
I222V/X 6 (10)   2 (3/2) 4 (5) eher moderat 
Y1838C/Y1838C 3 (3)     3 (3) 
Y1838C/X 1 (1) 1 (1)     
eher moderat 
I1998T/I1998T 1 (1)     1 (1) 
I1998T/X 1 (2)   1 (1/1)   
eher moderat 
I2331K/X 4 (6)   1 (1/1) 3 (4) eher moderat 
T36M/T36M 2 (3) 1 (1) 1 (1/1)   
T36M/X 12 (15) 11 (13)   1 (2) 
eher schwer 
R760H/R760H 2 (4) 1 (1) 1 (2/1)   eher schwer 
H3124Y/H3124Y 2 (2) 1 (1)   1 (1) 
H3124Y/X 1 (1) 1 (1)     
eher schwer 
V3471G/X 5 (5) 3 (3)   2 (2) eher schwer 
P805L/X 2 (2) 2 (2)     schwer 
G1122S/X 2 (2) 2 (2)     schwer 
I2303F/X 3 (3) 3 (3)     schwer 
I3177T/X 2 (2) 2 (2)     schwer 
R3482C/R3482C 2 (5) 2 (5)     schwer 
 
Tab. 5.2: Zuordnung von wiederkehrenden PKHD1-Missense-Mutationen zu 4 klinischen Verläufen. 
(1) Es wurden nur Patienten und Mutationen berücksichtigt, die zusammen mit einer trunkierenden auftraten. bzw. 
auf beiden Allelen gemeinsam vorlagen (homozygot). (2) Anzahl der Familien, deren Kinder stark unterschiedliche 
Krankheitsverläufe aufweisen. Die Anzahl der schwer bzw. moderat Betroffenen ist in Klammern angegeben.  
(3) Einteilung in vier Gruppen nach der Überlebenszeit und dem Grad der intrafamiliären Variabilität. Die 
zugrundeliegenden Daten stammen aus dieser Arbeit und allen bisher publizierten Mutationen [Überblick in: 
Bergmann et al., 2004a]. 
 
 Aus Tabelle 5.2 wird noch ein drittes Problem – neben der multiplen Allelie und der 
hohen Rate an kombiniert Heterozygoten – im Rahmen der Charakterisierung von Genotyp-
Phänotyp-Beziehungen deutlich: Die mitunter stark unterschiedlichen Krankheitsverläufe 
innerhalb einer Familie. Diese sind nicht mit dem PKHD1-Genotyp allein erklärbar, sondern 
müssen auf epigenetischen Faktoren, Umwelteinflüßen und nicht zuletzt möglicherweise anderen 
Genen (sog. Modifier) beruhen. In Maus-Modellen polyzystischer Nierenerkrankungen konnten 
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und Gene identifiziert werden, von denen ein modifizierender 
influß auf den Krankheitsverlauf ausgeht [Guay-Woodford et al., 2000; Mrug et al., 2005; 
ind es sogar 42% (20 von 48 Multiplex-Familien), wobei offensichtlich aufgrund 
des Stu
he die kritische Perinatalphase überlebt haben. Vorstellbar wäre zum 
Beispie
bereits einige genomische Loci 
E
Sommardahl et al., 2001]. Dort lokalisierte Gene stellen selbstverständlich attraktive Kandidaten 
für die Suche entsprechender Modifier beim Menschen dar. Jedenfalls zeigen etwa 20% der 
Familien mit zwei oder mehr betroffenen Kindern einen sehr unterschiedlichen Phänotyp, d.h. 
Tod in der Peri-/Neonatalphase vs. Überleben dieser kritischen Zeit [Bergmann et al., 2005a]. In 
dieser Arbeit s
diendesigns (Familien mit mindestens einem moderat betroffenen Kind) eine gewisse 
Verzerrung vorliegt. Daraus ergibt sich rechnerisch (nach Anpassung an die unterschiedliche 
Größe der Familien) für eine Familie mit einem moderat betroffenen Kind ein Risiko von 37% 
für das Versterben eines weiteren Kindes kurz nach der Geburt (22 früh verstorbene Kinder von 
59, ausgenommen die moderat betroffenen Indexpatienten). Diese hohe Zahl ist für die 
humangenetische Praxis alarmierend und erschwert die Beratung entsprechender Familien. 
Einschränkend muß jedoch angemerkt werden, daß die Einteilung in schwere und moderate Fälle 
letztlich doch stark vereinfachend ist, wenn man die deutlich besser Prognose für Kinder 
berücksichtigt, welc
l, daß das Überleben eines Patienten abhängig ist von den vor Ort vorhandenen 
intensivmedizinischen Möglichkeiten, als auch von der Tatsache, ob den Eltern das ARPKD-
Risiko aufgrund eines bereits betroffenen Kindes bekannt ist. Von den insgesamt 20 Familien 
mit stark unterschiedlich betroffenen Kindern in dieser Studie sind es in 14 Fällen die 
Erstgeborenen, die peri-/neonatal verstorben sind. Trotzdem sollten Vorhersagen bezüglich der 
Prognose weiterer betroffener Kinder nur mit großer Vorsicht gemacht werden.  
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d Charakterisierung des PKHD1-
Mutatio
R amplifiziert und anhand des semi-
automa
er klinischen Diagnose sowie der niedrigen 
Allelfrequenz in der Normalbevölkerung die Diagnose einer ARPKD molekulargenetisch mit 
hoher Wahrscheinlichkeit beim Patienten bestätigt werden. Lediglich bei fünf der 127 Familien 
wurde keine pathogene PKHD1-Veränderung gefunden.  
Missense-Mutationen machten mit 78% den größten Anteil identifizierter Veränderungen 
aus, nur 22% entfielen auf Rasterschubmutationen. Mehr als ¾ aller Mutationen wurden nur in 
einer Familie detektiert („private Mutationen“). Den einzigen „Mutations-Hotspot“ stellte die 
Missensemutation c.107C>T (p.Thr36Met) in Exon 3 dar, die allein für 13% aller mutierten 
Allele des untersuchten Kollektivs verantwortlich ist. Die Mutationen sind über die gesamte 
6 Zusammenfassung 
 
 
In dieser Arbeit wurde erstmals eine umfassende Analyse un
nsspektrums und der Mutationsdetektionsrate von Familien pädiatrisch betreuter 
ARPKD-Patienten durchgeführt. Darüber hinaus gelang es erstmalig, Genotyp-Phänotyp-
Korrelationen für ARPKD in einem großen Kollektiv pädiatrisch betreuter Patienten zu 
formulieren.  
Das untersuchte Kollektiv bestand aus 127 nicht verwandten Familien mit insgesamt 186 
ARPKD-Patienten. Jede Patienten-DNA wurde für alle 66 kodierenden Exons des längsten 
offenen PKHD1-Leserahmens in 77 Fragmenten mittels PC
tischen DHPLC-Verfahrens auf Sequenzveränderungen untersucht. Auffällige DHPLC-
Laufmuster wurden im Anschluß sequenziert. Die in 21 der insgesamt 127 Familien zugrunde 
liegenden Mutationen konnten bereits im Vorfeld identifiziert werden. Eine mögliche pathogene 
Bedeutung jeder einzelnen neu identifizierten Variante wurde mit Hilfe eines Kontrollkollektivs 
gesunder Personen, einer familiären Segregationsanalyse, sowie bioinformatischer Daten 
sorgfältig evaluiert. 
Die Mutationsdetektionsrate betrug 77%. Insgesamt konnten somit im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit 193 PKHD1-Mutationen identifiziert werden, von denen 70 Mutationen neu 
und zuvor nicht in der Literatur beschrieben waren. In 58% der Familien wurden beide im 
Rahmen eines autosomal-rezessiven Erbgangs a priori zu erwartenden Mutationen detektiert. In 
39% der Familien konnte eine Mutation identifiziert werden; obgleich im Rahmen des zugrunde 
liegenden autosomal rezessiven Erbgangs eine krankheitsverursachende PKHD1-Mutation auch 
auf dem anderen elterlichen Allel zu fordern ist, konnte auch in diesen Familien in Anbetracht 
des Charakters der jeweils identifizierten Mutation, d
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änge des PKHD1-Gens bzw. Polyductin-Proteins verteilt. Außer den zuvor genannten 
enzveränderungen wurden auch 20 Missense-Polymorphismen sowie 28 
tumme und 29 intronische Nukleotidaustausche identifiziert.  
s 
 
r 
ersterben einschlossen. 
Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass ein DHPLC-Screening des sehr großen PKHD1-
Gens eine zuverlässige und für die Routinediagnostik geeignete Methode zur Mutationsanalytik 
pä  betre en PKD ellt. 
Genotyp-Phänotyp-Korrelationen sind aufgrund der hohen Zahl privater PKHD1-
Mutationen sowie dem großen Ant nters mpound“-heterozygoter Patienten nur 
sehr komplex zu charakterisieren. Das im Rahm üherer S rmuliert s 
Vorliegens wenigstens einer Missense-Mutation als Voraussetzung für das Überleben der 
Ne riode k n dieser A it eindruck ll bestätigt werden und hat im Rahmen der 
humangenetischen Beratung große Bedeutung. Darüber hinaus wurden in der vorliegenden 
Arbeit erstmalig die bis dato publizierten rekurrenten Missense-Mutationen klassifiziert. Ein 
weiterer für die humangenetische Beratung dieser Familien essentieller Aspekt konnte ebenfalls 
erarbeitet werden. So beträgt das Risiko für Eltern eines m  
Ra ner zu en Schw erschaft e ind mit schwerer, peri-/neonatal letaler 
ARPKD zu bekommen, etwa 40%. Diese hohe Risikoziffer und große intrafamiliäre Variabilität 
im Krankheitsverlauf war zuvor ni beka mierend. Sie erschwert prognostische 
Vorhersagen in der humangeneti n Pr eutlicht den Einfluß anderer Gene, 
epigenetischer Faktoren sowie von eltfaktor
L
pathogenen Sequ
s
Zusammenfassend konnte somit die Diagnose einer ARPKD in 96% der Familien de
untersuchten Kollektivs molekulargenetisch bestätigt werden. Die erreichte Detektionsrate von
77% liegt im Bereich anderer bislang publizierter PKHD1-Arbeiten, die jedoch im Gegensatz zu
vorliegenden Arbeit ganz überwiegend Patienten mit peri-/neonatalem V
diatrisch uter Patient  mit V. a. AR  darst  
eil u chiedlicher „co
en fr tudien fo e Paradigma de
onatalpe onnte i rbe svo
oderat betroffenen Kindes, im
hmen ei künftig ang in K
cht nnt und ist alar
sche axis und verd
 Umw en. 
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7 Anhang 
 
 
Tab. A.1: Das Patientenkollektiv und die detektierten Mutationen.
(1): Mit (K) gekennzeichnete Familien sind konsanguin.      
(2): Alter der letzten klinischen Untersuchung bzw. des Todes des Patienten. J = Jahre, M = Monate, W = Wochen. 
(3): Genbank-Nummer AF_480064, +1 ist die erste Base des ersten kodiere tts. 
(4): d (m) si aternale bz ternale Alle ennzeichnet. IVS = Mutation, die ein Spleißstelle 
betrifft. Fett gedruckte Mutationen sind vor dieser Arbeit nicht beschrieben gewesen. 
 
Geno
 
     
nden Triple
 Mit (p) un nd das p w. ma l gek
typ 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
A 3
Aminosäuren-
ustausch Austausch4
w2 Tod (perinatal) c.107C>T Ex3: T36M (p) 
F2 Finnland 
w2 20 J c.107C>T Ex3: T36M (m) 
c.1116C>G Ex14: F372L (p) 
225 (K) Türkei w2 1 J 
c.1116C>G Ex14: F372L (m) 
c.1418T>G Ex16: I473S (p) 
165 (K) Türkei m1 7 J 
c.1418T>G Ex16: I473S (m) 
c.1418T>G Ex16: I473S (p) 
280 (K) Türkei w2 1 J 
c.1418T>G Ex16: I473S (m) 
w2 Tod (perinatal)
c.5230A>C Ex32: N1744H (p) 
m1 Tod (perinatal)F475 (K) 
Ex32: N1744H (m) 
Libanon 
m1 2 J 
c.5230A>C 
c.5513A>G Ex34: Y1838C (p) 
153 (K) Türkei m1 4 J 
c.5513A>G Ex34: Y1838C (m) 
c.5513A>G Ex34: Y1838C (p) 
244 (K) Türkei m1 5 J 
c.5513A>G Ex34: Y1838C (m) 
c.5513A>G Ex34: Y1838C (p) 
162 (K) Tod (23 J) 
c.5513A>G Ex34: Y1838C (m) 
Türkei w2 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
c.5993T>C Ex37: I1998T (p) 
160 (K) Türkei m1 2 J 
c.5993T>C Ex37: I1998T (m) 
c.8312T>C Ex53: V2771A (m) 
F495 Marokko m1 1 J 
Ex53: V2771A (p) c.8312T>C 
c.8552T>C Ex54: I2851T (p) 
119 (K) m1 11 J Türkei 
c.8552T>C Ex54: I2851T (m) 
c.9370C>T Ex58: H3124Y (p) 
242 (K) Türkei w2 6 M 
c.9370C>T Ex58: H3124Y (m) 
m1 Tod Ex58: G3178C (p) (perinatal) c.9532G>T 
F267 (K) 
Ex58: G3178C (m) 
Indien 
m1 4 J c.9532G>T 
c.1486C>T Ex16: R496X (p) 
297 Finnland w2 13 J 
c.4205G>T Ex32: C1402F (m) 
c.5585C>T Ex34: S1862L (p 
181 Finnland m1 5 J 
c.1486C>T Ex16: R496X (m) 
w2 5 J c.1486C>T Ex16: R496X (p) 
F113 Finnland 
w2 4 J c.6992T>A Ex43: I2331K (m) 
c.1486C>T Ex16: R496X (p) 
284 Finnland 
c.10412T>G Ex61: V3471G (m) 
w2 17 J 
c.1486C>T Ex16: R496X (p) 
F512 Finnland 
c.10412T>G 
w2 2 J 
Ex61: V3471G (m) 
c.5895dupA Ex36: L1966fsX1969 (p) 
223 Deutschland 
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
w2 4 M 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
c.107C>T Ex3: T36M (p) 
123 Deutschland m1 Tod (7 J) 
c.10219C>T Ex61: Q3407X (p) 
w2 Tod (5 M) c.5060T>C Ex32: I1687T 
94 Deutschland 
m1 17 J c.10219C>T Ex61: Q3407X 
m1 6 J c.10219C>T Ex61: Q3407X (p) 
F599 Deutschland 
w2 Tod (3 W) c.5993T>C Ex37: I1998T (m) 
c.6992T>A Ex43: I2331K (p) 
198 Deutschland m1 3 J 
c.10219C>T Ex61: Q3407X (m) 
w2 22 J c.977-1G>A IVS13 (p) 
F3 Finnland 
m1 Tod (1 M) Ex43: I2331K (m) c.6992T>A 
c.664A>G Ex9: I222V (p) 
230 Israel (jüdisch) m1 11 J 
Ex32:A1254fsX1302s c.3761_3762 
delCCinsG (m) 
c.3761_3762 
delCCinsG 
Ex32:A1254fsX1302s 
(p) 
255 Niederlande w2 12 J 
c.2264C>T Ex22: P755L (m)) 
c.3761_3762 
delCCinsG Ex32:A1254fsX1302s
172 Israel (jüdisch) m1 12 J 
c.8518C>T Ex54: R2840C 
w2 Tod (perinatal)
c.9718C>T Ex58: R3240X (p) 
m1 Tod (perinatal)F105 Italien 
w2 8 J 
c.664A>G Ex9: I222V (m) 
m1 Tod (perinatal) c.9718C>T Ex58: R3240X (p) 
F104 Italien 
m1 9 J c.4415G>A Ex32: C1472Y (m) 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
c.370C>T Ex5: R124X (p) 
c.1342G>C Ex16: G448R (m) 57 Deutschland m1 19 J 
c.1625T>C Ex18: L542S (m) 
c.3089C>A Ex27: A1030E (p) 
155 Deutschland m1 8 J 
Ex58: L3116fsX3161 
(m) c.9347delT 
c.3367G>A Ex30: G1123S (p) 
161 Deutschland m1 6 J 
Ex37: Q2010fs (m) c.6029delA 
w2 5 J c.5060T>C Ex32: I1687T (p) 
F329 Tschechien 
w2 Tod (8 M) Ex33: R1775X (m) c.5323C>T 
c.2341C>T Ex23: R781X 
149 Frankreich w2 27 J 
c.5502G>T Ex34: W1834C 
c.5878A>G Ex36: T1960A (p) 
311 Deutschland m1 6 M 
c.6333-2A>G IVS39 (m) 
c.6046A>T Ex37: S2016C (p) 
251 Italien w2 5 J 
c.10709C>G Ex61: S3570X (m) 
m1 35 J c.5757_5761 delCTTTT Ex36: N1919fsX1936 (p) 
F48 Belgien 
c.7280T>C Ex46: I2427T (m) w2 27 J 
w2 20 J c.6991dupA Ex43: I2331fsX 
F578 Türkei 
m1 12 J c.8385A>C Ex53: R2795S 
c.8870T>C Ex57: I2957T (p) 
240 Belgien m1 1 J 
c.2341C>T Ex23: R781X (m) 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
c.9371A>C Ex58: H3124P (p) 
212 Deutschland m1 1 J 
c.9861C>A Ex59: C3287X (m) 
m1 Tod (1 J) 
c.9319C>T Ex58: R3107X (p) 
m1 Tod (perinatal)F59 Türkei 
m1 Tod (2 J) 
c.9878A>T Ex59: D3293V (m) 
w2 33 J c.664A>G Ex9: I222V (p) 
F12 Deutschland 
w2 31 J c.107C>T Ex3: T36M (m) 
w2 7 J c.2027C>G Ex21: P676R (p) 
F328 Libanon / Deutschland 
c.107C>T Ex3: T36M (m) w2 5 J 
c.2747A>C Ex26: H916P (p) 
262 Tschechien m1 14 J 
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
c.2777T>C Ex26: L926P (p) 
254 Deutschland w2 1 J 
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
m1 13 J 
m1 10 J 
c.3367G>A Ex30: G1123S (p) 
m1 7 J 
F17 D  
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
eutschland
w2 4 J 
c.107C>T Ex3: T36M (p) 
238 Deutschland w2 1 J 
c.3710G>A Ex32: C1237Y (m) 
c.107C>T Ex3: T36M (p) 
222 Deutschland w2 6 J 
c.5353T>C Ex33: F1785L (m) 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
w2 24 J 
c.5365G>C Ex33: V1789L (p) 
w2 Tod (perinatal)F313 Deutschland 
m1 13 J 
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
c.6239G>A Ex38: S2080N (p) 
186 Deutschland m1 15 J 
Ex3: T36M (m) c.107C>T 
c.6992T>A Ex43: I2331K (p) 
259 Deutschland w2 1 J 
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
w2 10 J 
c.7264T>G Ex46: C2422G (p) 
m1 8 J F371 Österreich 
m1 6 J 
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
c.7264T>G Ex46: C2422G (p) 
206 D  m1 15 J eutschland
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
c.8648_8650 delTAG Ex56: V2884del (p) 
218 Deutschland w2 1 J 
c.107C>T Ex3: T36M (m) 
w2 7 J c.8870T>C Ex57: I2957T (p) 
F127 Australien 
w2 Tod (perinatal) c.107C>T Ex3: T36M (m) 
w2 Tod (perinatal) c.9289G>A Ex58: A3097T (p) 
F549 Deutschland 
m1 6 J c.107C>T Ex3: T36M (m) 
w2 Tod (12 J) 
m1 Tod (8 J) 
c.107C>T Ex3: T36M (p) 
w2 10 J 
F242 Tschechien 
c.9719G>A Ex58: R3240Q (m) 
m1 8 J 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
w2 Tod (1 M) c.107C>T Ex3: T36M (p) 
F1 Finnland 
m1 15 J c.10412T>G Ex61: V3471G (m) 
c.107C>T Ex3: T36M (p) 
231 D  eutschland w2 7 J 
c.10628T>C Ex61: L3543S (m) 
c.334G>A Ex5: G112R 
c.1512G>C Ex16: Q504H 183 Deutschland m1 8 J 
c.2990T>A Ex27: M997K 
c.6992T>A Ex43: I2331K (p) w2 1 J 
c.8581A>G Ex55: S2861G (m) F507 Deutschland 
m1 4 M 
c.11218C>T Ex62: P3740S (m) 
m1 Tod (perinatal) c.6418A>C Ex39: T2140P (p) 
F383 Bulgarien 
m1 6 J c.274C>G Ex4: R92G (m) 
m1 5 J c.3367G>A Ex30: G1123S (p) 
F151 Deutschland 
Tod (perinatal)m1 c.1968G>T Ex21: W656C (m) 
c.2414C>T Ex24: P805L (p) m1 23 J 
c.9530T>C Ex58: I3177T (p) F4 Deutschland 
c.8068T>C Ex50: W2690R (m) m1 20 J 
c.4292G>C Ex32: C1431S (p) 
c.2414C>T Ex24: P805L (m) F538 Australien w2 1 J 
c.9530T>C Ex58: I3177T (m) 
m1 9 J c.5060T>C Ex32: I1687T (p) 
196 Deutschland 
m1 8 J c.2843T>G Ex27: I948S (m) 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
m1 7 J c.9719G>A Ex58: R3240Q (p) 
F236 Portugal 
m1 5 J c.3370G>A Ex30: E1124K (m) 
c.4220T>G Ex32: L1407R (p) 
234 S  
c.9625A>C Ex58: S3209R (m) 
lowenien m1 1 J 
c.9464A>G Ex58: Y3155C (p) 
93 Deutschland m1 12 J 
c.4457C>T Ex32: P1486L (m) 
c.5236G>C Ex32: G1746R (p) 
219 Deutschland m1 4 M 
Ex34: Y1838C (m) c.5513A>G 
c.5768A>T Ex36: Q1923L (p) 
252 Tschechien w2 9 J 
Ex61: I3553T (m) c.10658T>C 
w2 15 J c.6992T>A Ex43: I2331K (p) 
F55 Deutschland 
m1 12 J c.8870T>C Ex57: I2957T (m) 
  
c.8870T>C Ex57: I2957T (m) 45 Schweiz w2 4 J 
c.10925T>C Ex61: M3642T (m) 
285 Finnland Tod (9 M) c.1486C>T Ex16: R496X (p) w2 
260 Finnland w2 18 J c.1486C>T Ex16: R496X (m) 
m1 10 J 
F58 Israel (arabisch) 
w2 Tod (2 M) 
c.5896dupC Ex36: L1966fsX1969 
175 Deutschland c.5896dupC Ex36: L1966fsX1969 m1 6 J 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid- Aminosäuren-
Austausch3 Austausch4
122 Deutschland c.383delC Ex5: T128fsX152 m1 13 J 
w2 10 J 
w2 6 J F262 (K) 
w2 1 J 
c.1068_1069 dupT Ex14: P356fsX357 Türkei 
150 Portugal c.1106_1113 delGACAACCTinsTGTC Ex14: G369fs (m) m1 12 J 
258 Israel (arabisch) c.1512+1G>A IVS16 m1 14 J 
263 Schweiz c.3228+1G>T IVS28 w2 25 J 
m1 Tod (1 M) 
F92 Brasilien 
m1 1 J 
c.9689delA Ex58: D3230fsX3263 (p) 
142 Deutschland w2 8 J c.9689delA Ex58: D3230fsX3263 (m) 
w2 12 J 
F306 Türkei 
w2 2 J 
c.10075delG Ex60: G3359fsX3399 
247 Deutschland c.10174C>T Ex61: Q3392X w2 12 J 
195 Schweiz w2 Tod (1 J) c.10709C>G Ex61: S3570X (m) 
m1 Tod (perinatal)
F346 Schweiz c.10765C>T 
w2 12 J 
Ex61: Q3589X 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
m1 Tod (perinatal)
F375 Tschechien 
m1 6 J 
c.107C>T Ex3: T36M 
m1 Tod (22 J) 
F32 Deutschland 
w2 17 J 
c.107C>T Ex3: T36M 
w2 13 J 
F27 Deutschland 
Tod (3 J) 
c.107C>T Ex3: T36M 
w2 
w2 18 J 
F9 Deutschland c.107C>T Ex3: T36M 
m1 8 J 
m1 21 J 
F231 Slowenien 
w2 4 J 
c.107C>T Ex3: T36M 
224 Ungarn w2 Tod (19 J) c.107C>T Ex3: T36M 
111 D  eutschland w2 13 J c.107C>T Ex3: T36M (p) 
117 Deutschland m1 14 J c.107C>T Ex3: T36M 
30 Deutschland c.107C>T Ex3: T36M w2 17 J 
202 Tschechien w2 6 J c.107C>T Ex3: T36M (m) 
286 Deutschland m1 3 J c.107C>T Ex3: T36M 
F460 Portugal m1 2 J c.107C>T Ex3: T36M (m) 
w2 16 J 
F19 Deutschland 
m1 15 J 
c.664A>G Ex9: I222V 
10 Deutschland w2 13 J c.664A>G Ex9: I222V (m) 
236 Österreich m1 12 J c.664A>G Ex9: I222V 
164 Deutschland m1 4 J c.3467C>T Ex30: S1156L (m) 
179 Deutschland m1 2 M c.3467C>T Ex30: S1156L 
232 Tschechien w2 11 J c.386T>C Ex5: F129S 
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Genotyp 
Familie1 Herkunft Geschlecht Alter2 cDNA-Nukleotid-
Austausch3
Aminosäuren-
Austausch4
m1 Tod (perinatal)
F  britan
6 J 
: G46  (p) 154 Groß nien 
w2 
c.1397G>C Ex16 6A
F559 anadnzösis 2 J x16: G46  (m) 
K a 
(fra ch) w2 c.1397G>C E 6A
m1 12 J 
6 utsch
rina
x22: P7 L 5 De land 
m1 Tod (pe tal)
c. 2264C>T E 55
w2 16 J 
F0 Deutsch
13 J 
x25: V8 F land 
m1 
c.2593G>T E 65
1 ch  J 76 S weiz m1 6 c.3089C>T Ex27: A1030V 
w2 11 J 
F  utschla
J 
Ex33: C1787F 102 De nd 
m1 8 
c.5360G>T 
257 Deutschl 6 J x43: I233  (m) and m1 c.6992T>A E 1K
5 Deutschl 14 J Ex54: R2831K and w2 c.8492G>A 
F  chech 6 M Ex57: I2957T 573 Ts ien m1 c.8870T>C 
w2 3 J 
F  Türke
1 J 
539 i 
m1 
c.8899G>T Ex57: G2967W 
81 Deutschl 15 J Ex58: H3029P and m1 c.9086A>C 
8 Deutschl 14 J Ex58: I3051T and w2 c.9152T>C 
m1 25 J 
w2 21 J F  ortug
 J 
465 P al 
w2 14
c.9719G>A Ex58: R3240Q 
w2 24 J c.10444C>T 
F  utsc
erinat
316 De hl
m1 Tod (p
and 
al)  
Ex61: R3482C 
96 Deutschland w2 13 J 61: M364 T (m)  Ex 2
133 Deutschla 8 J  nd m1  
w2 7 J 
F  nga
5 J 
 271 U rn 
m1 
 
146 Deutschla 3 J  nd m1  
2 chech 6 J 49 Ts ien m1   
158 Deutschl 8 J  and m1  
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Ta e über die verwendeten PCR rprimer. Nach Dornia [200  
PKHD1 wurden in mehreren, enten am ei den mit (*) versehenen 
Fra u t der i Proof-R n Hot-S ym 
benutzt
 
 
Exonisches Länge r-Seq Sequenzier-
b. A.2: Üb rblick - und Sequenzie 5]. Größere
-Exone 
gmenten w
weniger als 500 bp großen Fragm
er Etablierung 
plifiziert. B
eading-Polymerde stat n d vorgesehenen rase ei tart-Enz
. 
Prime uenzen 
Fragment in Primer bp Forward (5'-3') Reverse (5'-3') 
2 271 TTCCCAGGTTTCAGAACAGC TCAAGGTAACCTATTGTGTTCTTACC F 
3* 250 TTGCAGAAGGTAGTGGTTTGAA GCCCACTTTTACACCTGTCC F 
4 299 TGACAATTCTATGCAGCCTGA GGCAATTGAATCACAGCAAA R 
5 258 GCTAGCTTTGGGAATTCGTG GACACGCTGGCTCATTTACA R 
6 164 ATGACATGCTCACTTGTGG CACCTAGGTTTGCAACAAGC R 
7 181 CATTGAGTTTGAGCTAAGTCC CCATGCAGCATGTATGTAACTAG F 
8 248 GCCATGTTTCCTCTGAGTTTTGTGAGG A  CTCTCCTCTGGTGTGCATTGGC F 
9 205 TTTTGCTTTCTACTTTCCTGGTT ACAGAGAAAGAAATGGATAAGACTTT F 
10 227 TGGGCTTATGAAAGCAATGG TATGTTTAACATTTTCCGTCATAAA F 
11 235 TTCAGGCAGCCGACTAAAAA TCATCAAGAAATGGCCAAAA F 
12 306 TC C ATATTCTGGTCTATATTTGGAAG TGGTCTCAACCAAACACATGA R 
13 187 CATACATAAATTTCTTTAATTCGC CGCCAGCCCATCATGATTAA R 
14 240 CCAATTTGGGAAGGTGCG GCAAAGGTGCTTTTGATGTG F 
15 223 CAGTGATTCAGGCCTTGGTT CTTCATGGGTATGGGACTGG F 
16a 255 ATGCCTGGAAGCTGCATAGT GATTCAGCCAGGTGTTGTGA F 
16b 263 CTCCTAAGTTGGAGCTGTTG TCAGTGCTCCTGCTACATGG R 
17* 212 TTGAGGAGGAATGTCCTGTG CACTCCCCTCCCTCATTTTT F 
18* 237 GAGAACTGGGGGTGGTCTTT GGAAATGGGGATTGTTCTCA F 
19 293 CGGGGGTTTTCTTAAGTGAG CTACCCACCTGACCCAGAAG F 
20* 261 GGATGTGGACTCCTCACTACG AATCCTCCCAGCTGACTGAA F 
21 304 TAACCGGAGAGGACTGCAAG CCCCTAGCAGGAAAGTTTGA F 
22* 267 ACTGGGATTTTCCACACAGC CTCAAGGCCAACAAGCATTC F 
23* 292 GCAGCCTAAGCAAGACAGGA TGTTGTTCCCTTGGGAATGT F 
24* 282 GGATGAAACTCTGTAAGGTGGA TCCATGCCACTAGAAGGGATA F 
25* 204 TTCGGTTCCATGACAGAATTT ACTGGAGCTTGCACTTAGGG F 
26* 200 TGGAAAAGAAATTTTCCCTCA GGCCTCTAACAAAATCACTGC R 
27a* 232 GAGAGGTCTCTCAAATGAAGTAATATC ATGCATTCCAACAGGTAGCA F 
27b 228 TTTTCTCAAACCAGACCAATG GAACACTAGCTTCAGAGGGTC R 
28 233 TTGTCTGCCTGTATGGTTGG CAGTGGTCACTCACCCAGAG F 
29 272 TGGAGTTCTCTTCCCTTAAGTCAG TGCCCTTTTTATAGGACCAATG F 
30 290 CCCCACATGTCAGAGGCTAT AGCTGAATGCTAGACCATCAAA R 
31* 241 TGGCTCTTCTGGCTTACTCTTT TCTCTCTGACCTCACTGGCA F 
32a* 353 CCACAGGTGCTATGAATTC GTGACTACTGGTGTTGCTG F 
32b 365 AAGGCTTCACTTTCATGTATGAA CCTCACAGTAAGTATGGTCC F 
32c 474 ATCTTCCCATCGCAGGGTTCG TGACAGGTAGTGGGGTCCTG F 
32d 367 CTTCCTTGCAATGTAAACTTTT GATACCAAAGTCCATCTACCTC F 
32e 441 CTCATCCGGTGCATTGTTC CCAGAAGTGAAAGGAGCTACCA F 
33 261 AAGGGAGATTTGCCTGTATGA GAATTAACCAAAGAATATCATTTCCA R 
34 403 GGTCAAAGGAGGACACAGGA TCCACCCAGCCTACACTCTC R 
35* 340 AGCTAATGGCTTGCAATGAT TCGCTGCCATTTGGACTAA F 
36 262 CCAACCCAGCTCTCTGTTTT CAGAAAGTTTCCCTCCTCCA R 
37 324 CAAAACGGTGAGCCTTATCC TTTCCACTGCTAGACACAGCTC F 
38 332 AAATTATCTGGACAACTTTTCCTC AGACCCCAATACAAATGTCCA R 
39 278 TTTGGAGTGATGTCCTCAGTTCT GCAATGCCATCTATCATCAGAC R 
40* 286 CATGCTTTAGGTTCTCTGGACTT TGCCTTAAACATGGGAGAAA R 
41 252 CAACAGAATCTCAGGAGCCA TTGGGGAGAATTCATTGTGA R 
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Exonisches Länge Primer-Sequenzen Sequenzier-
Fragment in bp Forward (5'-3') Reverse (5'-3') Primer 
42 205 TGCAGCATCTCTTGTTTTCC F ATTTTGCCATCAGGCTTGTC 
43 258 TCAAGGGTGTTGAGTTGAGTACA TTGAGAAAGAACTTTATGCCCTC F 
44 216 GCAACCTTATCATACATGGGG TGTGAAATCATAAGACAGCCAAA F 
45 207 TTGGCTTAATTTCATTCTGTTTCA TGTGAGAAAACAAGT GTTTTAAT R GACA
46 240 AGCCTCAG G GGCCCAGCACATGTAATTTTGT R AACCA ACCTTT
4 TCTTATT TCA TGGGCCTT  F 7 225 TCCAGTTT TTGCTT ATTTATCATCTGTTC
48 338 TTTGTGC G ATGCCCATCGGCAAGCTA F TTGCTA CATTGT
4 CAGAATG AT TGAGAATGCAGCATACCAACT F 9* 280 TTGGATT AGCAA
5 TTCCTT TGA TGGTGATTTCTGACTATGTGCTC F 0 300 TGATGGGG ACTAAA
51 149 CACATGCAAGTTGTGGCTTT CTGGAGGACATTCTGCCATA R 
52 230 GAATTTGGAAGTTATCACAATGGA GGGTTCAGCCTGTCTGTGAT F 
53 288 GGGAGAACCCCAGAATAAACAC GATACCATCTGTTTCCCAGAGC F 
5 TCTCCCT TC TTGCCTAAAAGGGTGTTTGG F 4* 304 TGCAATT CTCTT
5 TTCATTC AA CGCTTATTTTTCTACTTGCTCATCC R 5* 283 CCTGGCT CTCTG
5 ATAG GC 6 294 TCTGGAGTTA ATGATTTGT TCCCCAGCTAGGTTACCAAA F 
57 277 CCAGCTA TT GGGTCC GTGAT CCCAGATGAATAGGCTCCAA F 
5 ACCTGAT GC CCCAAATGGTGGACCACGCTG F 8a 315 GGAAAGT GACAT
5 GTTCTG C 8b 380 CCTTGTG ATGACA GTGGAGCAGAAAATACATAC F 
58c 467 CATGTAGAGAACAGCGTGGAGA CAGCAAGCACTAGACCACAA F 
59 285 GGTGGT G GGGTTTGAAGAATTGCCAAG F GTGGCT TT TATA
6 CCAATGTATATTTTCTTCTTGCTGC ACCAGCTCCTTCACAAGCAC F 0 286 
61a* 464 CAAGAGT AT TGATGG GATGG TTTCCCCTAAGAAGACGTGG F 
61b* 487 TCACCAA C GGCAAA AGTCTG GTGCAAGTCACAGTAGGGCA F 
6 CATGAAG T TTCAGT F 1c 462 CCTGGC AGACC GTAAGTAGATTGACATTTGC 
6 TGTGGA CT GGCTGAATGCTACATGCTACTT F 2 273 AATGGAT AAATTG
63 235 TGATCCATCTTTTCTAACTTCACAA GCTGCAAACATTTTCTGTGC F 
64 204 GACATGAAGACATTGTTCGAGATTAGAT CACAGAATAAAAGCACACTGTATAAAAT F 
65* 296 GCA AACATAT AAACA TTGGGGAAAGA ATCA R TCTTATT CATTG AACAGA
66 250 TGCTGATGGTCCC A AAGGAGAGGGAGGCTCAGAC F ACTTAC
67a* 300 TGGTTGAAAACTAAATCCATTTCT CCTGCCAGCTGGTATCTGAG F 
67b* 294 CTGGGAACATTCTGCCTTTC F TGCAAGAGACTGGGAACTGG 
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Ta edingungen und Positivkontrollen der 77 untersuchten PKHD1-Fragmente. Nach 
Dor
 
Exonisches Länge DHPLC-Bedingungen
b. A.3: DHPLC-B
nia [2005]. 
 
Fragment in Temperatur in °C Startpuffer B in % P  bp ositivkontrollen
2 271 Sequenzierung keine 
3 250 57, 58 56, 56 T36M, IVS2 -3C>A 
4 299 58.7, 60.8 57, 55 R92G, L72L, D78D 
5 258 58.6, 6 , 54 S118fsX153, R124X, F129S 1 56
6 164 56.9, 58.3 51, 51 keine 
7 181 54.7, 55.7 52, 52 T166fsX178, W158X, IVS7 +19T>C 
8 248 Sequenzierung keine 
9 205 56.3, 58 53, 52 G223S, I222V 
10 227 Sequenzierung keine 
11 235 57.4, 59.6 55, 53 S237fsX244 
12 306 56.4, 57.4 57, 57 keine 
13 187 57.8, 60, 61.3 53, 51, 48 I307T 
14 240 58.4, 59 58, 58 F372L, IVS13-1G>A, R328X, E333E, P356fsX357 
15 223 58.8, 59.6 54, 54 keine 
16a 255 61.3, 62.3 56, 55 G470fsX480, G466A, IVS15 -5C>T 
16b 263 60.9 56 R496X, R496 VS16 +1G>A P, R488P, Y486H, I473S, I
17 212 58.6 54 N529N  
18 237 56.3, 58.3 55, 55 E541fsX556 
19 293 59.3, 63 57, 55 IVS18 -32C>G, T579M 
20 261 58.6, 62 56, 54 W646X, K618fsX, IVS20 +17G>T, IVS19 -23A>G 
21 304 58.7, 62.4 59, 55 D703N, P682P 
22 267 60.4, 63.4 55, 52 IVS22 +13T>G, R760C, P724S 
23 292 59.3, 61.2 57, 55 IVS23 +50C>T 
24 282 58.5, 60 58, 55 N830S, P805L 
25 204 58, 60.7 55, 52 keine 
26 200 59.5, 61 53, 53 L926P 
27a 232 56, 58 55, 53 T951T 
27b 228 58.4, 59.3 55, 55 M997K, A1030E, A1008A 
28 233 59.3 55 IVS28+1G>T 
29 272 55.8, 58 56, 54 Y1102X, IVS29 +3A>C 
30 290 59.7, 63 57, 55 S1156L, G1123S, N1179N, A1131A, Y1136C 
31 241 57.5, 59.5 54, 52, 50 keine 
32a 353 61, 63.7 57, 56 A1254fsX1302, IVS32 +14A>G, L1252L, A1262V 
32b 365 59, 60.6 61, 59 Q1367Q, C1402F 
32c 474 58.8, 59.8 61, 61 P1486L, L1407R, R1419fsX1423, D1489H, A1587F 
32d 367 57.9, 58.9 59, 59 N1532fsX1532 
32e 441 58, 62 60, 55 T1700T, N1744H, I1687T, IVS32 +14A>G 
33 261 57.9, 61.9 56, 54 V1789L, D1793fsX1802, F1785L, R1775X 
34 403 59.8, 61.2 60, 60 Y1838C, W1834C, S1862L 
35 340 54.9, 57.3, 59.6 58, 56, 55 T1916fsX1936 
Q1923L, L1966fsX1969, N1919fsX1936,  
36 262 59, 62 55, 53 
 T1960A, L1966L 
37 324 60.5, 62.7 58, 55 I1998T, G1971D 
38 332 59, 60.5 58, 56 Q2100fsX2101, W2070X, V2153V 
39 278 57, 59.5 57, 55 T2140P, L2134P 
40 286 58.5, 60.5, 61.5 57, 56, 54 IVS39 -2A>G 
41 252 56.7, 57.7 56, 56 F2259F 
42 205 Sequenzierung keine 
43 258 56.9, 58.9 56, 54 I2331K, I2303F, N2300N 
44 216 56.8, 58.8 54, 53 keine 
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DHPLC-Bedingungen Exonisches Länge 
Fragment in bp Temperatur in °C Startpuffer B in % Positivkontrollen 
45 207 56.7, 61.2 54, 50 IVS45 +1 delG 
46 240 56.5, 57.5, 58.5 57, 56, 55 I2427T, C2422G 
47 225 56.5, 57.5 54, 54 S2452fsX2460 
48 338 57.2, 58.8 58, 58 G2529G 
49 280 56.4, 58.5 57, 56 L2588L, IVS48 -4T>C, IVS48 -44insCT, IVS48 -19insTT 
50 300 58.3, 59.3, 60.3 57, 56, 55 W2690R, IVS49 -5T>G, R2671X 
51 149 Sequenzierung keine 
52 230 57.9, 59.4 54, 54 IVS52 +12T>A, D2761Y 
53 V2771A 288 57.8, 59.6 57, 56 
54 304 53.7, 56.7 55, 53 IVS53 -32G>C, R2831K, I2851T 
55 283 53.7, 55.7, 57.7 57, 57, 55 T2869K, S2861G 
56 294 57, 58.7, 60 57, 56, 54 R2930W 
57 277 60.2, 61.2 54, 53 I2957T, D2962G, IVS57 +19A>C, S2964X, IVS56 -19A>C 
5 I3051T, H3029P, T3061fsX3062 8a 315 57.9, 60 58, 56 
N3175D, D3139Y, I3177T, Y3155C, H3124P, R3107X,  
58b 380 56.1, 60.8, 62 60, 56, 56 
S3164S, A3072V, D3088N, R3107P, A3079A 
58c 467 56, 58, 60.5 61, 59, 56 I3243fsX, D3230fsX3263, V3193I, R3240X 
59 285 54.1, 57.4, 58.7 57, 55, 52 D3293V, C3287X, S3289I 
60 286 57.3, 58.7 57, 57 D3356E, G3359fsX3399 
R3482C, V3471G, L3484fsX, L3413fsX3432,  
61a 464 56.1, 58.1 60, 60 
Q3407X, Q3392X, P3478P 
61b 487 55.8, 57.8 63, 61 P3478P, H3507H, S3570X, L3494fsX3528, L3484fsX 
61c 462 57, 58 61, 61 M3642T, I3658fsX3664, V3693G, IVS61 +11A>G 
62 273 55.3, 57.3 56, 55 IVS62 +19C>T, P3740S 
63 235 56.4, 58.4 55, 55 R3772X, IVS62 -27C>T, P3780P 
64 204 54.1, 56.1, 58.5 56, 56, 53 IVS64 +1G>A 
65 296 53.5, 62 59, 55 R3842L 
66 250 56.1, 58.6 56, 55 IVS65 -38insA...T, Q3899R 
6 V3960I 7a 300 60.8, 62.4 57, 56 
67b 294 61.1, 62.4 57, 56 Q4048R, Y4009X 
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